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1. Einleitung

1.1. Neugeborenenscreening

Ende des 20. Jahrhunderts konnte durch die Einflihrung der Tandemmassenspektrometrie
ein l[anderlbergeifendes, erweitertes Neugeborenenscreening etabliert werden. Dies konnte
die Prognose vieler Stoffwechselerkrankungen aufgrund einer friiheren Detektion bei meist
unauffalligem perinatalem Phanotyp und damit verbundenem friiherem Therapiebeginn,
deutlich verbessern (Parini et al., 2011). In Industrienationen wie Deutschland,
GroRbritannien und der Schweiz beschrankt sich das Neugeborenenscreening auf eine
kleinere Anzahl von Erkrankungen. In Deutschland sind dies die 17 Erkrankungen konnatale
Hypothyreose, das Adrenogenitale Syndrom, der Biotinidasemangel, die klassische
Galaktosamie, die Phenylketonurie, die Tyrosindmie Typ 1, die Ahornsirupkrankheit, der
Medium-Chain-Acyl-CoA-Dehydrogenase-(MCAD)-Mangel, der Long-Chain-3-OH-Acyl-CoA-
Dehydrogenase- (LCHAD)-Mangel, der (Very-)Long-Chain-Acyl-CoA-Dehydrogenase-(VLCAD)-
Mangel, der CPT I-Mangel, der CPT ll-Mangel, der CACT-Mangel, die Isovalerianazidamie, die
Cystische Fibrose, der schwere kombinierte Immundefekt (SCID) und die Glutarazidurie Typ
1 (GA1) (Brockow et al., 2019; Nennstiel et al., 2019). In den USA hingegen ist das erweiterte
Neugeborenenscreening dezentral flir jeden Staat organisiert und beinhaltet z. B. flr den
Staat New York laut Website des Department of Health (letzter Zugriff am 26.06.2020) 52
von der Norm abweichende biochemische Zustdnde. Kriterien fir die Aufnahme einer
Erkrankung in das Neugeborenenscreeningprogramm sind unter anderem eine signifikante
Inzidenz in der zu screenenden Population, eine klare Defininition des klinischen und
biochemischen Phéanotyps, eine signifikante Morbiditdat und/oder Mortalitdt der
unbehandelten Erkrankung, Behandelbarkeit und ein besseres Outcome bei Behandlung
sowie eine sichere, einfache und suffizient sensitive Diagnostik mit einem spezifischen
Bestatigungstest. AuRerdem sollten Diagnostik, Therapie und Therapieergebnis
kosteneffektiv im Vergleich zu einer nicht erfolgten Therapie sein (Scaturro et al., 2013). Die
Entnahme der Blutprobe, die zur Durchfiihrung des Neugeborenenscreenings notwendig ist,
sollte nicht vor der 36. und nicht nach der 72. Lebensstunde erfolgen.

1.2. Die Glutarazidurie Typ 1 durch Glutaryl-CoA-Dehydrogenase Mangel

Die Glutarazidurie Typ 1 (OMIM #231670) ist eine angeborene, neurometabolische
Erkrankung mit einer landerspezifischen Inzidenz von 1:30.000 bis 1:100.000
Neugeborenen pro Jahr. Die Erkrankung wird durch eine Defizienz an Glutaryl-CoA-
Dehydrogenase (GCDH, EC 1.3.99.7) hervorgerufen und durch homozygote oder compound-
heterozygote Mutationen im GCDH-Gen (GCDH; 608801) auf Chromosom 19p13 verursacht
(Kyllerman et al., 1980; Hoffmann et al., 1994; Lindner et al., 2006). Aktuell wurden 235
pathogene Mutationen vero6ffentlicht und in der Leiden Open Variation Database gelistet
(letzter Zugriff am 26.06.2020). Die GCDH ist Teil des Aminosdurekatabolismus von Lysin und
Tryptophan. Ein Mangel an GCDH-Protein fiihrt im Koérper zu einer Akkumulation von Lysin,
Tryptophan, Glutarsdure (GA), 3-Hydroxy Glutarsdure (3-OHGA) und Glutaryl-Carnitin.
Klinisch ist perinatal in ca. 75 % der Falle eine Makrozephalie das einzige Symptom der
Erkrankung (Bjugstad et al., 2000). Weitere Erstsymptome sind unspezifisch und bestehen
vor allem in Hypotonie und Irritabilitat (Baric et al., 1998). Dennoch kénnen selbst in diesem



weitgehend asymptomatischen Stadium bereits charakteristische Veranderungen, wie
beispielsweise eine Affektion der Basalganglien, eine fronto-temporale Atrophie/Hypoplasie
oder subdurale Hygrome mittels neuroradiologischer Bildgebung nachgewiesen werden
(Neumaier-Probst et al., 2004). Typischerweise folgt im symptomatischen Stadium im
Rahmen einer unspezifischen Infektionserkrankung im Alter zwischen 6 - 18 Monaten eine
akute enzephalopathische Krise mit epileptischen Anfillen sowie mit choreathetotischer
Bewegungsstorung auf dem Boden einer striatalen Degeneration (Hedlund et al., 2006).
Allerdings wurde auch ein schleichender Beginn von Dystonien mit einer asymptomatischen
Latenzphase ohne enzephalopathische Krise beobachtet und als sogenannter insidious-onset
bezeichnet (Kolker et al., 2015a). MR-morphologisch zeigen diese Patienten im Vergleich zu
Betroffenen mit einer a priori enzephalopathischen Krisen eine limitierte Affektion des
dorsolateralen Putamens. Allerdings konnte diese Verlaufsvariante teilweise mit einer
eingeschrankten Therapieadhdrenz in Verbindung gebracht werden und schloss eine
enzephalopathische Krise im Verlauf der Erkrankung nicht aus (Boy et al., 2019). Eine
signifikante Anzahl der Patienten scheint eine Neigung zu subduralen und retinalen
Hamorrhagien nach Minimaltraumata zu haben, weswegen es in der Vergangenheit zu
polizeilichen Ermittlungen von Kindesmisshandlung kam (Strauss et al., 2003a; Zielonka et
al., 2015). Unbehandelt entwickeln 90% der Mutationstrager oben erwahnte
enzephalopathische Krise, haufig begleitet von metabolischer Dekompensation mit
Hyperammonadmie und Hypoglykdmie sowie hoher Morbiditdt und Mortalitdt (Baric et al.,
1998). In der Folge verlieren die Patienten samtliche motorische Fahigkeiten (sitzen, stehen,
laufen) und entwickeln eine schwere dyston-dyskinetische Bewegungsstorung.
Bemerkenswerterweise bleiben die kognitiven Fahigkeiten der Patienten weitestgehend
intakt (Boy et al., 2015).

Bis heute besteht die Therapie in einer lysinarmen Didt und einer intensivmedizinischen
Behandlung wahrend kataboler Krisen (wie z. B. einer unspezifischen Infektionserkrankung).
AuBerdem erfolgt die Supplementierung von L-Carnitin, um die Ausscheidung organischer
Sauren zu fordern (Boy et al, 2017). Hierdurch kénnen in 65-95 % der Falle
enzephalopathische Krisen vermieden werden. Ein negativer Einfluss auf die Entwicklung der
Betroffenen (z. B. aufgrund des Fehlens von bestimmten Aminosaduren) ergab sich bei
Betroffenen bis zum Alter von 6 Jahren nicht (Boy et al., 2013). Nach Eintreten einer
enzephalopathischen Krise und der Entwicklung des oben beschriebenen dystonisch-
dyskinetischen Bewegungsbildes zeigte der Therapiebeginn mit einer lysinarmen Diat
allenfalls diskrete Effekte, was die Bedeutung einer friihen Detektion von unerkannten
Mutationstragern mittels Neugeborenenscreening vor allem beziiglich des neurologischen
outcomes hervorhebt (Hoffmann et al., 1991; Kolker et al., 2006; Kélker et al., 2011; Boy et
al., 2018). Interessanterweise konnte in der Vergangenheit eine Verbesserung
biochemischer Parameter durch Supplementierung von Riboflavin, dem Vorlaufer des GCDH-
Kofaktors Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD), gezeigt werden (Chalmers et al., 2006).
Allerdings besteht aktuell noch keine klare Evidenz fiir ein verbessertes neurologisches
outcome der Patienten (Kolker et al.,, 2011). Fur eine initial hinsichtlich outcome
vielversprechende Ergdanzung der Diat mit Arginin (Kolker et al., 2012), das im Mausmodell
kompetitiv die zerebrale Aufnahme von Lysin inhibieren konnte (Sauer et al., 2011), besteht
zum aktuellen Zeitpunkt keine ausreichende Evidenz. Diat, intensivmedizinische Behandlung
und Supplementierung mit L-Carnitin sind eher unspezifische Therapiestrategien und
verhindern in circa 15 % der Falle die schwerwiegenden neurologischen Symptome nicht
(Kolker et al., 2006; Kolker et al.,, 2007). AuBerdem besteht durch die Therapie keine
verlassliche Vorhersage zur Pravention von spateren Langzeitkomplikationen (Tuncel et al.,



2018) betreffend anderer Organe, als dem zentralen Nervensystem. In diesem Kontext sind
eine vorbeschriebene Beteiligung des peripheren Nervensystems (Herskovitz et al., 2013),
oder der Niere (Kolker et al., 2015b) zu nennen. Dariber hinaus bedeuten eine lebenslange
lysinarme Diat sowie regelmaRige intensivmedizinsiche Behandlungen einen hohen Verlust
an Lebensqualitat flr die Patienten, weswegen ein tieferes Verstandnis der Pathogenese der
Erkrankung und des molekularen Phanotyps zur Entwicklung kausaler Therapiestrategien
von hohem Interesse sind.

1.3. Enzymatische Reaktion und Struktur der Glutaryl-CoA-Dehydrogenase

Die GCDH katalysiert die oxidative Dercarboxylierung von Glutaryl-CoA zu Crotonyl-CoA und
CO; im Katabolismus von Lysin, Hydroxylysin und Tryptophan. Dem finalen und somit aktiven
Enzym geht ein precursor Protein voraus, das aus 482 Aminosduren besteht. Dieses wird in
das Mitochondrium importiert und dort zum maturen Protein mit 438 Aminosduren
prozessiert. Die GCDH ist ein Homotetramer, welches ein nicht-kovalent gebundenes Flavin-
Adenosin-Dinukleotid pro Monomer als Koenzym beinhaltet (Christensen et al., 2004). Es hat
eine atomare Masse von 192 kDa und kann als Dimer aus Dimeren gesehen werden. Jedes
Monomer besteht aus 3 Domanen: einer N-terminalen Alpha-Doméne (aDy, 45 - 172), einer
mittleren Beta-Domane (BD, 173 - 281) und einer C-terminalen Alpha-Domane (aDc, 282 -
438) (Fu et al., 2004).

Struktur des GCDH-Enzyms

A) B)

Abbildung 1: Struktur des GCDH-Monomers und Tetramers. GCDH-Monomer (A) mit einer atomaren Masse
von 48 kDa. Die Beta-Faltblatt Doméne (pink) und die N- sowie C-terminalen Alpha-Doménen (beide tiirkis) sind
farblich voneinander abgesetzt. GCDH-Tetramer (B) mit einer atomaren Masse von 192 kDa, das aus vier
GCDH-Monomeren zusammengesetzt ist und als Dimer aus Dimeren beschrieben werden kann (Fu et al.,
2004).



1.4. Stand der Forschung

Obwohl die GA1 bereits 1975 erstmalig beschrieben wurde (Goodman et al., 1975), ist die
Pathogenese der Erkrankung bis heute nicht vollstandig verstanden. Ein Erklarungsmodell ist
die direkte Exotoxizitdit von GA und 3-OHGA, die einen Untergang neuronaler Zellen
induziert. Dennoch sind beide Metabolite relativ milde Exotoxine, weswegen dariiber
hinausgehend die sekundare Induktion von oxidativem Stress durch Exotoxizitat und/oder
die Beeinflussung des Energiestoffwechsels der Zelle als Ursache des neuronalen
Zelluntergangs diskutiert werden (Jafari et al., 2011). Es besteht die Hypothese, dass GA und
3-OHGA zwei essentielle anaplerotische Transportprozesse hemmen und so die neuronale
Aufnahme sowie den astrozytischen Ausstrom von Succinat reduzieren, was folglich zu einer
Unterbrechung des Tricarboxylsdure-Zyklus und so zu neuronalem Zelltod durch
Energiemangel fiihrt (Lamp et al., 2011). Auch ein Zelltod von Astrozyten durch 3-OHGA mit
daraus resultierender Glutamin-Synthetase-Defizienz und sekundarerer Hyperammonamie,
die zum Zelltod anderer Neurone fihrt, wurde in einem 3D in vitro Modell mit neuronalem
Gewebe von Ratten beschrieben (Jafari et al., 2013). Parallel kommt es zu einem
Ungleichgewicht von  Gamma-Amino-Buttersdure-(GABA)erger und  glutamaterger
Neurotransmission, was die oben beschriebenen epileptischen Anfille erklaren konnte.
Zudem gelten GABAerge, striatale Neurone als besonders vulnerabel hinsichtlich
Neurotoxinen (Kolker et al., 2004). Eine andere Hypothese beschreibt den Zelltod von
Astrozyten unter Glucosemangel, bei relevant erhohten Konzentrationen von GA durch
Inhibition der Glutamatdehydrogenase und somit der Glutaminolyse. Diese gilt unter
Glucosemangel als relevanter Nebeneinstieg in den Tricarboxyl-Zyklus des Astrozyten. Die
Folge ist das vollstdandige Erliegen des Tricarboxyl-Zyklus und somit der Zelltod (Komatsuzaki
et al.,, 2018). Darlber hinaus scheint 3-OHGA die prdnatale Entwicklung von GefdaBen zu
beeintrachtigen, was zu erhohter Vulnerabilitdit von Endothelstrukturen und folglich
vaskuldrer Dysfunktion fiihrt. Dies ist im Einklang mit den oben erwdhnten neuroradiologisch
detektierbaren Hygromen, die bereits im prasymptomatischen Stadium der Erkrankung zu
beobachten sind (Mihlhausen et al., 2004). Zudem konnte im Mausmodell anhand von
Neuronenaggregaten von GCDH —/- Mausen in zwei Altersstufen (neonatal und friihkindlich)
unter metabolischem Stress von 10 mM L-Lysin - analog zum Erkrankungsbild der GA1 —
erhohte Werte fir GA und 3-OHGA erhoben werden. Hierunter konnte zudem eine
Erhéhung von Ammonium in den neonatalen Media, morphologische Verdanderungen von
Zellaggregaten sowie eine Reduktion von Chemokinen detektiert werden, was als moglicher
Beitrag fir den Neuronenschaden von GA1 Patienten gewertet wurde (Cudré-Cung et al.,
2019). Schmiesing et al. konnten eine Beeintrachtigung der Enzymaktivitat, der Protein-
Protein-Interaktion und der Stabilitdt von mitochondrialen Enzymen bei Protein-
Glutarylisierung im Mausmodell nachweisen (Schmiesing et al., 2018). Bei dem Vorgang der
Glytarylisierung handelt es sich um eine nicht-enzymatische, posttranslationale Modifikation
von Proteinen, die beim Vorliegen eines Uberschusses an Glutaryl-CoA erfolgt, wie es im
Falle der GA1 zu beobachten ist (Tan et al., 2014). Seminotti et al. konnten eine Stérung der
Energie- und Redoxhomdosthase in striatalen Neuronen von GCDH -/- Mausen unter
inflammatorischen Bedinungen, induziert durch Chinolinsdure und einer lysinreichen Kost
darstellen (Seminotti et al., 2016). Andere Mausmodelle konzentrierten sich auf die stroke-
like Symptomatik der Erkrankung im Zuge der striatalen Nekrose. Applikation von 3-
Nitropropionsdure (NPA) flhrte hierbei zu einem abrupten Zusammenbrechen der Blut-Hirn-
Schranke, zu einer Endothel- und Astrozytenschwellung mit Lumenverkleinerung und somit
zu sekunddren Mikrothromben. Die Folgen waren oxidativer Stress und eine lokal



entziindliche Reaktion, was zu einer Schadigung ausschlieBlich maturierenden, neuronalen
Gewebes flihrte, wobei 3-OHGA als das relevante Zytotoxin angesehen wurde. Das Ausmal$
der striatalen Schadigung glich demjenigen der GA1l weitgehend. Allerdings gaben die
Autoren als Limitierung der Studie den spekulativen Charakter dieses Ansatzes sowie bisher
unbekannte Wechselwirkungen in vivo an (Strauss et al., 2003a). Obwohl auch die Stérung
von Interaktionen mit anderen mitochondrialen Matrixproteinen wie der Dihydrolipoamid-S-
Succinyltransferase (DLST) und der Beta-Untereinheit des Elektron-Transfer-Flavoproteins
(ETFB) mit Beeinflussung der mitochondrialen Architektur diskutiert werden (Schmiesing et
al., 2014; Schmiesing et al., 2017), scheint dariber hinaus Proteinfaltung und die
Beeintrachtigung der Tertidrstruktur des Proteins durch missense Mutationen eine Rolle in
der Krankheitsentstehung der GA1 zu spielen (Keyser et al., 2008).

1.5. Proteinfaltungserkrankungen am Beispiel des ACADM-Gendefekts

Der Medium-Acyl-CoA-Dehydrogenase-Mangel (MCADD, MIM #201450) wird hervorgerufen
durch Mutationen im ACADM-Gen (MIM #607008). Die Erkrankung flhrt zu einem Defekt
der mitochondrialen Beta-Oxidation von Fettsauren und hat eine Prdavalenz zwischen
1:8.380 (Rocha et al., 2014) und 1 : 14.000 (Kennedy et al., 2010). Die Patienten kommen
asymptomatisch zur Welt, jedoch weisen sie wahrend kataboler Krisen und Perioden der
Nahrungskarenz ein hohes Risiko fir die Entwicklung hypoketotischer Hypoglykdamien,
epileptischer Anfalle und hepatischer Dysfunktion auf, was zu Koma und Versterben der
Patienten flihren kann (Gregersen et al., 2004). Aktuell wird die Erkrankung durch das
Neugeborenenscreening mittels Tandem-Massenspektrometrie friihzeitig detektiert. Falls
diese jedoch nicht verfigbar ist (wie z. B. in bestimmten Entwicklungslandern) ist der MCAD-
Mangel aufgrund der zunachst diskreten klinischen Symptomatik in bis zu 25 % der Falle letal
(Wilcken et al., 1994). Die Familien der Patienten werden instruiert, Phasen der langeren
Nahrungskarenz zu vermeiden und bei intermittierender Erkrankung ein Krankenhaus zur
Glukoseinfusion aufzusuchen (Yusupov et al., 2010).

Strukturell handelt es sich bei der MCAD um ein homotetrameres Protein, das aus drei
strukturellen Domanen, einer N-terminalen Alpha-Domane, einer mittleren Beta-Domane
sowie einer C-terminalen Alpha-Domane besteht (Kim et al.,, 1993). In der Familie der
Fettsdauren Acyl-CoA Dehydrogenasen zeigt das MCAD-Enzym ein relativ weites Spektrum an
Substratbindung mit der hochsten Affinitdit zu Octanoyl-CoA und verwendet FAD als
katalytischen Redoxfaktor (Kim et al., 2004). Das MCAD-Enzym weist eine hohe Homologie
und strukturelle Ahnlichkeit mit dem GCDH-Protein auf. Dariiber hinaus konnte fiir das
MCAD-Protein mutationsinduzierte Proteinfehlfaltung gezeigt werden, wobei der
molekulare Phanotyp abhadngig von der strukturellen Region ist, in der die betreffende
missense Mutation lokalisiert ist (Maier et al., 2009). Interessanterweise fiihren Mutationen
im ACADM-Gen zu thermischer Instabiitdt und loss-of-function des Proteins. Dies erklart den
lebensbedrohlichen Krankheitsverlauf wahrend Fieberepisoden, der auch bei Patienten mit
GA1l zu beobachten ist. Somit konnte der MCADD der Klasse der sogenannten
Proteinfaltungserkrankungen zugeordnet werden, bei denen missense Mutationen zu einem
Funktionsverlust des betreffenden Proteins filhren (Maier et al., 2009; Jank et al., 2014). Fir
diese weiterhin wachsende Klasse von Erkrankungen, in die unter anderem auch die
Phenylketonurie (Gersting et al., 2008) und die familidre Amyloid-Polyneuropathie
einzuordnen sind (Hammarstréom et al., 2003), konnte in der Vergangenheit die Mdoglichkeit



der Therapieerganzung mittels pharmakologischer Chaperone beschrieben werden.
Pharmakologische Chaperone binden spezifisch fehlgefaltetes Protein, fordern dessen
konformelle Stabilisierung und verhindern hierdurch die vorzeitige Degradation. Hierdurch
kommt es zu einer Erhéhung der funktionellen intrazellularen Proteinkonzentration (Muntau
et al., 2014). Inzwischen konnten bereits drei pharmakologische Chaperone als
Therapeutikum zugelassen werden; fiir die Behandlung der Phenylketonurie steht seit 2008
Sapropterin-Dihydrochlorid zur Verfliigung (Somaraju et al., 2015), fir die familidare Amyloid-
Polyneuropathie wird Tafamidis als pharmakologisches Chaperon eingesetzt (Coelho et al.,
2013) und seit Mai 2016 ist europaweit Migalastat zur Therapie der lysosomalen
Speicherkrankheit Morbus Fabry (Germain et al., 2016) zugelassen. Fiir den MCADD existiert
aktuell kein klinisch zugelassenes pharmakologisches Chaperon, allerdings wird FAD als
Kandidat diskutiert (Nasser et al., 2004), was aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit der
GCDH mit dem MCAD-Enzym auch fiir die GA1 von hohem Interesse ist.
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2. Ziele der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Priifung der Hypothese, ob es sich bei der GA1 um eine
Proteinfaltungserkrankung handelt und ob sich hieraus ein therapeutischer Ansatz im Sinne
einer Korrektur der Proteinfehlfaltung mittels pharmakologischen Chaperonen ergibt.
Hierfir wurden im Rahmen der Promotionsarbeit verschiedene Methoden etabliert, mit
welchen das GCDH-Protein analysiert werden sollte. Hierbei handelt es sich um
GroRenausschlusschromatographie (SEC), differential scanning fluometry (DSF), Flavin
Adenin Dinukleotid (FAD) Fluoreszenz, right-angle light scattering (RALS) und blue-native
PAGE. Dieses Methodenspektrum ermoglichte eine tiefgehende Charakterisierung von
vierzehn (missense-induzierten) GCDH-Varianten, um die Fragen zu beantworten (i) ob
Mutationen im GCDH-Gen Proteinfehlfaltung und Proteininstabilitdat induzieren (ii) welchen
Einfluss Proteinvarianten auf die Schwere der Erkrankung haben und (iii) ob die vierzehn
Varianten durch ihren natirlichen Kofaktor FAD stabilisiert werden kdnnten. Die
Beantwortung dieser drei Fragen wiirde ein tieferes Verstandnis des Pathomechanismus der
GA1 ermoglichen, woraus langfristig ein neuer kausaler therapeutischer Ansatz der
Erkrankung abgeleitet werden kdnnte.
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3. Material und Methoden

3.1. Materialien

3.1.1. Chemikalien und Verbrauchsmittel

Produkt

Hersteller

Agarose, Electrophoresis Grade
Amersham™ Hybond™ p 0.45 PVDF

Amersham™ Protran™ Supported 0.45 um NC

Amicon® Ultra Centrifugal Filters
Ampicillin (geldst in 50 % Ethanol)
Antioxidant NuPAGE®

Aqua bidest

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate
Bovine Gamma Globulin (BGG) Standard Set

Chloramphenicol (gel6st in Aqua bidest.)
Complete-Mini EDTA-free

Coomassie Brilliant Blue R-250 staining solution

DTT

Dikaliumhydrogenphosphat (K;HPQ,)
Ethanol

Essigsaure

Ethidiumbromid

Glycerin 10 %

Glucose

Gel loading solution

HCI

Hefeextrakt

Hepes Natriumsalz

IPTG

Kaliumhydrogenphosphat (KHPO,)
Maltose

Methanol

NaCl Salz

NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x)
NuPAGE® MOPS LDS Running Buffer (20x)
NativePAGE™ Sample Buffer (4x)
NativePAGE™ Running Buffer (20x)
NativePAGE™ Cathode Buffer (20x)
Dulbecco’s PBS (1x)

Protein Assay-Farbstoffkonzentrat
QIAprep spin Miniprep Kit (250)
Riboflavin

Sample Reducing Agent NuPAGE (10x)
SYPRO® orange protein gel stain
Trypton

Biozym

GE Healthcare

GE Healthcare
Merck

Serva

Invitrogen
Apotheke der LMU
Bio-Rad

Bio-Rad Laboratories
Sigma-Aldrich
Roche AG

Bio-Rad Laboratories
Fluka

Merck

Apotheke der LMU
Apotheke der LMU
Carl Roth GmbH
Apotheke der LMU
Braun
Sigma-Aldrich
Apotheke der LMU
Oxoid
Sigma-Aldrich
Fermentas

Merck

Serva

Apotheke der LMU
Merck

Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen

PAA

Bio-Rad Laboratories
Qiagen
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Invitrogen

Oxoid
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4-12 % NuPAGE® Bis-Tris-Gele 20 well Invitrogen
4-16 % NativePAGE™ Bis-Tris-Gele 10 well Invitrogen

3.1.2. Puffer

Puffer Zusammensetzung

Kaliumphosphatpuffer 10 mM Kaliumphosphat, pH: 7,0

1 mM DTT
aqua bidest

Kaliumphosphatpuffer mit Glycerin 10 mM Kaliumphosphat, pH: 7,0
1 mM DTT

10 % Glycerin
aqua bidest

Kaliumphosphatpuffer mit Glycerin und Maltose 10 mM Kaliumphosphat, pH: 7,0
1 mM DTT
10 % Glycerin

10 mM Maltose
aqua bidest

HEPES Puffer 20 mM Hepes, pH: 7,0
0,2 M Nacl
aqua bidest

3.1.3. Verwendete Vektoren

Vektor Codierte Resistenz GroRe Hersteller
pMal-c2X DEST Ampicillin 6,646 kb New England Biolabs
pEF DEST51 Ampicillin 7,5 kb Invitrogen

3.1.4. Mikroorganismen

Stamm Hersteller
E. coli BL21 (DE3) Stratagene
E. coli DH5a Invitrogen
E. coli XL1-Blue Stratagene
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3.1.5. Protein- und DNA-Marker

Produkt Hersteller
1 kb DNA Ladder Invitrogen
PAGE-Ruler prestained protein standard Fermentas
NativeMark unstained protein standard Invitrogen

3.1.6. Verwendete Gerate

Gerat

Handelsname

Hersteller

Chromatographiesiulen

Chemilumineszenz Messgerat
Fluoreszenz-Mikroplatten-Lesegerat
Fluoreszenz-Spektrophotometer

FPLC-System

Klvettenhalter

Klvettenschleuder

Laborschuttler

Magnetrihrer

pH-Meter
Prazisionswaage

Schittelinkubator

Sonifiziergerat

Spektrophotometer

Thermocycler

HiLoad 16/60 Superdex 200 high
load

MBPTrap HP
Diana

FLUOStar Optima
CARY Eclipse

AKTApurifier

Peltier-Thermostatted Multicell

Holder

KS 8 CE

Vortex-Genie

VF2

Variomag Monotherm
lkamag RCT
gpH 70
Sartorius Extend
E 24 Shaker

Excella Incubator

System
Branson Digital Cell Disruptor

Ultrospec 1000 Visible

Spectrophotometer

uv/

Nano Drop ND 1000
Mastercycler personal

7900 HT Fast Real-Time PCR System

GE Healthcare

GE Healthcare

Raytest

BMG Labtech GmbH

Varian, Agilent Technologies

GE Healthcare

Varian, Agilent Technologies

IST

Bender & Hobein AG
IKA Labortechnik
Thermo Scientific
IKA Labortechnik

VWR International

Sartorius
New Brunswick Scientific
Branson, Emerson Industrial
Automation

Pharmacia Biotech

Thermo Scientific
Eppendorf

Applied Biosystems
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Tischzentrifuge Centrifuge 5415 D Eppendorf

Centrifuge 5417 R Eppendorf

Galaxy Mini VWR International
Zentrifuge Rotana 460 R Hettich

Avanti Beckman Coulter

3.2.  Kultivierung von E. coli

3.2.1. Medien und Festagarplatten

Zur Anzucht der Bakterien wurde ein modifiziertes LB Medium hergestellt, das 16 g/l
Trypton, 5 g/l Hefe und 2,5 g/l K2HPOa4 enthielt, mit Aqua bidest (Reagenzien siehe 4.1.1) auf
einen Liter aufgefiillt und anschlieBend autoklaviert wurde.

Festagar wurde durch Autoklavieren von 1 Liter des oben angegebenen modifizierten
LB Mediums zusammen mit 20 g Agar und anschlieBender Zugabe von Ampicillin nach
Abkllung unter 60 °C (finale Konzentration von 100 pg/ml) hergestellt. AnschlieBend wurde
der Agar in sterile Petrischalen gegossen und bis zur Aushartung ausgekihlt.

3.2.2. Glycerinkulturen

Zur langerfristigen Lagerung und homogenen Nutzung bereits herangezogener
Bakterienstimme wurden Glycerinstocks angelegt. Hierzu wurden 500 pl einer
Ubernachtkultur bei 4 °C abzentrifugiert und das Pellet in 800 pl einer Lésung aus 50 ml
einer 85 % Glycerin-Losung und 50 ml des unter 4.2.1. aufgefiihrten modifizierten
LB Mediums resuspendiert. Die Lagerung der Glycerinkulturen erfolgte bei -80 °C.

3.3. Proteinbiochemische Methoden

3.3.1. Anzucht der Hauptkulturen von Glutaryl-CoA-Dehydrogenase Wildtyp und Varianten
sowie Zellernte

Zum Ansetzen einer Vorkultur wurden 20 ml des modifizierten LB Mediums (Kapitel 4.2.1)
mit 20 pl Ampicillin versetzt und mit dem entsprechenden Glycerinstock beimpft. Diese
Vorkultur wurde Uber Nacht auf einem Schittelinkubator bei 200 U/min und 37 °C
herangezogen. Am ndachsten Tag wurde eine Hauptkultur aus 2 Liter modifiziertem
LB Medium, 20 ml Glucose und 2 ml Ampicillin angesetzt, auf 28 °C erwdrmt und
anschlieend mit 40 ml der Vorkultur beimpft. Bei einer optischen Dichte von 0,5 bis 0,6 bei
600 nm wurde die Proteinexpression mit 0,3 mM Isopropyl-B-D-1-Thiogalactopyranosid
(IPTG) induziert. Da es sich bei der GCDH um ein Flavoprotein handelt, erfolgte die
zusatzliche Gabe von 1mg/l Riboflavin. Nach 22 Stunden Expression auf einem
Schittelinkubator bei 200 UpM und 20 °C wurden die Hauptkulturen bei 5000 UpM fiir
20 Minuten und einer Temperatur von 4°C abzentrifugiert. Nach Verwerfen des
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Uberstandes wurden die Pellets in PBS resuspendiert und erneut fiir 20 min bei 5000 UpM
abzentrifugiert. Die resultierenden Pellets wurden je nach Bedarf bei -20 °C eingefroren oder
sofort weiterverarbeitet.

3.3.2. Lyse des Bakterienpellets mittels Ultraschall

Die Bakterienpellets wurden nach der Ernte in einem modifizierten Kaliumphosphatpuffer
(siehe 4.1.2.) mit Proteaseinhibitoren (complete mini, siehe 4.1.1.) resuspendiert und die E.
coli Bakterien anschliefend in einer eisgekiihlten Kiivette mit dem digital cell disruptor
(Branson, siehe 4.1.6.) in 4 Zyklen, bei jeweils 45s, einer Amplitude von 70 %, einer
Pulsdauer von 0,8 s und einer Pulspause von 0,2 s, lysiert.

3.3.3. Lithiumdodecylsulfat (LDS)-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Zur Analyse von denaturierten Proteinproben wurde eine LDS-PAGE eingesetzt. Hierbei
handelt es sich um eine Methode, bei welcher denaturiertes Protein der Grofe nach in
einem elektrischen Feld aufgetrennt wird. 4-12 % NuPAGE® Bis-Tris 20 well Gele (4.1.1.)
wurden in einer Elektrophoresekammer (Novex® Midi Cell, Invitrogen) eingesetzt, die mit
gekihltem MOPS Puffer (4.1.1) gefiillt wurde. Zum GréRenvergleich wurden 5 pl PAGE-Ruler
prestained protein standard (4.1.5) aufgetragen. Die Denaturierung der Proteinproben
erfolgte durch Erhitzen auf 95 °C fir 10 Minuten sowie durch Versetzen mit LDS, das an
Aminosiurereste bindet und eine negative Uberschussladung proportional zur GréRe des
Proteins erzeugt. 8 ul der zu untersuchenden Probe wurden mit 14 ul LDS-Probenpuffer 4x
(siehe 4.1.1.) sowie 14 ul Aqua bidest aufbereitet. Auf das Gel wurde dann eine
Probenmenge von 17 ul aufgetragen und die Elektrophorese fiir 90 Minuten bei 200V
durchgefihrt. Zuletzt wurde eine Coomassie-Farbung oder ein Westernblot durchgefiihrt um
die entsprechenden Banden zu visualisieren (siehe 4.1.1) und digital zu dokumentieren.

3.3.4. Blue-Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (BN-PAGE)

Zur Analyse von nativen Proteinproben wurden BN-PAGEs durchgefiihrt. Hierbei handelt es
sich um eine Methode, bei der natives Protein der GrofRe nach in einem elektrischen Feld
aufgetrennt und im Anschluss z. B. durch Farbung oder Westernblot dargestellt werden
kann. 4-16% NativePAGE™ Bis-Tris-Gele 10 well (siehe 4.1.1.) wurden in einer
Elektrophoresekammer (Novex Mini Cell, Invitrogen) eingesetzt, die mit NativePAGE 1x
running buffer (siehe 4.1.1) sowie einem Gemisch aus 20x NativePAGE running buffer, 20x
NativePAGE cathode buffer, sowie Aqua bidest aufgeflllt ist. Zum GroBenvergleich wurden
5ul des NativeMark unstained protein standards (siehe 4.1.5) aufgetragen. Als
Ladungstrager dient in diesem Fall Coomassie G-250, das wie LDS eine negative
Gesamtladung erzeugt, das Protein jedoch nicht denaturiert, sondern in seiner nativen
Konformation erhalt. Zudem wird mit einem nahezu pH-neutralen Puffersystem gearbeitet,
was die Proteinkonformation kaum beeinflusst. Zur Probenaufbereitung wurde
rekombinantes Protein auf eine finale Konzentration von 1 mg/ml verdiinnt und 15 pl mit
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7,5 ul 4x NativePAGE sample buffer (siehe 4.1.1) und 7,5 ul Aqua bidest versetzt und 10 pl
des Ansatzes auf das Gel aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte zunachst
bei 150 V fiir 60 Minuten und dann bei 250 V fiir 30 bis 60 Minuten. Zur Visualisierung und
digitalen Dokumentation erfolgte im Anschluss eine Coomassie-Farbung des Gels oder ein
Westernblot.

3.3.5. Coomassie-Farbung

Bei der Coomassie Farbung handelt es sich um eine Farbemethode, die u.a. zur
Visualisierung von Proteinbanden auf Polyacrylamidgelen verwendet werden kann. Nach
Beendigung des Gellaufs wurde das Gel fir 30 Minuten bei Raumtemperatur in der
Coomassie-Farbeldsung (siehe 4.1.1) inkubiert. AnschlieRend wurde es zweimalig mit einem
Entfarber, bestehend aus 250 ml Methanol, 80 ml Eisessig und 670 ml Aqua bidest fir
30 Minuten behandelt. Zuletzt wurde das Gel mit Aqua bidest gewaschen und digital
dokumentiert.

3.3.6. Westernblot und Immundetektion

Der Westernblot ist eine proteinbiochemische Methode zur Visualisierung selektiver
Proteinbanden nach Gelelektrophorese auf einer Membran. Hierbei werden die im Gel
aufgetrennten Proteine durch Anlegen eines elektrischen Feldes auf eine Membran
Ubertragen und im Anschluss in insgesamt vier Schritten (2 Beimpfungsschritte,
2 Waschschritte) durch selektive Antikérper detektiert. Der primare Antikérper bindet
selektiv an das zu detektierende Protein, der sekundare Antikorper ist gegen den primaren
Antikorper gerichtet und mit einer Meerrettichperoxidase konjugiert. Diese erzeugt durch
Umsetzung von Luminol ein Chemolumineszenzsignal, das aufgenommen und digital
dokumentiert werden kann.

GCDH-Wildtyp und Varianten in pEF DEST51 wurden per LDS-Gelektrophorese aufgetrennt
und im semi-dry Verfahren mit einer Blotkammer (Perfect Blue Semi Dry Elektroblotter,
Peglab) auf eine Nitrozellulosemembran geblottet (Optitran BA-585 Reinforced NC, 0.45 um,
Whatman). Geblottet wurde bei 300 V und 273 mA fiir 90 Minuten. Die Detektion erfolgte
mit einem anti-V5-Maus-Antikérper (Invitrogen, Konzentration 1:5000) sowie einem
sekundaren Ziege-anti-Maus-HRP-Antikdrper (Santa Cruz, concentration 1: 10.000). Beimpft
wurde fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur in einem 10 % Milchgemisch (Milchpulver,
blotting grade, Roth) mit 0,05 % TBS Tween fiir den primaren Antikérper und in einem 5 %
Milchgemisch mit 0,05 % TBS Tween fiur den sekundaren Antikérper. TBS Tween wurde mit
100 ml 10x TBS, pH 7,5 (60,5 g Tris, AppliChem und 87,6 g NaCl, Merck auf 1000 ml Aqua
bidest), 500 ul Tween (Tween® 20, AppliChem) und 900 ml Aqua bidest hergestellt. Nach
jedem Beimpfungsschritt erfolgte ein Waschschritt, bei dem dreimalig fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur mit 0,05 % TBS Tween gewaschen wurde. Als Fluoreszenzsubstrat zur
Signaldetektion wurde Super Signal® West Femto maximum sensitivity substrate (Thermo
Scientific) verwendet. Als Ladungskontrolle diente GAPDH (Antikérper von Meridian, anti-
GAPDH-Maus, Konzentration 1: 40.000).
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Fiir BN-PAGEs waren sowohl pMal-c2X DEST, als auch pEF DEST51 Konstrukte relevant. In
diesem Fall wurde im wet-Verfahren geblottet, bei dem unter Eiskiihlung das Gel auf eine
mit Methanol (4.1.1.) aktivierte PVDF Membran (Amersham Hybond-P PVDF membrane,
0.45 um, GE Healthcare) in einem Tank-Blot (Tank-blot Novex Mini cell, Invitrogen) geblottet
wurde. Als Transferpuffer diente NuPAGE transfer buffer (Invitrogen). Geblottet wurde fiir
75 Minuten bei 25 V. Danach wurde die Membran in 8 % Eisessig flr 15 Minuten geblockt
und anschlieRend mehrmals griindlich mit Aqua bidest gewaschen. Die Beimpfungsschritte
erfolgten wie flr die Immundetektion eines LDS-Gels beschrieben. Fir pMal-c2X DEST
Konstrukte wurde als primarer Antikérper anti-MBP-Hase (NEB, Konzentration 1 : 10.000)
verwendet und als sekundarer Antikorper Esel-anti-Hase-HRP (Santa Cruz, Konzentration
1:10.000). Die Detektion von pEF DEST51 Konstrukten erfolgte analog zum fiir LDS-Blots
beschriebenen Verfahren (4.3.3). Als Fluoreszenzsubstrat wurde Pierce® Westernblotting
Substrate (Thermo Scientific) verwendet. Die Detektion und Dokumentation erfolgte in
beiden Féllen (LDS- und BN-PAGE Blots) mit Diana Hard- und Software.

3.4. Analytik

3.4.1. Bestimmung von Konzentration und Reinheit der DNA

Die Konzentration und Reinheit der DNA-Proben wurde spektrophotometrisch bestimmt.
Wenige ul der extrahierten DNA wurden auf die Linse eines NanoDrop-Fluorospektrometer
des Herstellers Thermo Fischer Scientific (St. Leon-Rot, BRD) aufgetragen und die Extinktion
der Probe bei UV-Licht der Wellenlange 260 nm gemessen. Die Konzentrationsberechnung
erfolgte unter Anwendung des Umrechnungsfaktors (Ezso= 1,0 entspricht ¢ = 50 pg/ml). Der
Verunreinigungsgrad der Probe mit Proteinen wurde durch eine parallele
Extinktionsmessung bei einer Wellenlange von 280 nm ermittelt, da die Tryptophan-Reste
eines Proteins ein Absorptionsmaximum bei 279 nm aufweisen. Falls der Quotient beider

E. . . .
Messungen Q =EZi unter 1,8 lag, musste von einem starken Kontaminationsgrad

280
ausgegangen werden und die Probe wurde daher verworfen. Idealerweise ergab der

Quotient einen Wert zwischen 1,8 und 1,9.

3.4.2. Bestimmung der optischen Dichte einer E. coli Kultur
Zur Bestimmung der Zellmasse einer E. coli Kultur wurde die optische Dichte der Kultur bei

einer Wellenlange von 600 nm (ODeoo) gemessen. Der Nullwert war die optische Dichte von
unbewachsenem Medium in einer Kuvette.

3.4.3. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford
Nach jeder Proteinaufreinigung wurde die Proteinkonzentration der jeweiligen

Proteinproben bestimmt. Hierflr wurde die Methode nach Bradford mit dem Bio-Rad Assay
der Firma Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA) angewendet. Bei dieser Methode wird die
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Bindung eines azidischen Farbstoffes - hier Coomassie® brilliant blue G-250 - an basische und
aromatische Aminosaurereste ausgenutzt und die dadurch hervorgerufene Verschiebung
des Absorbtionsmaximuns von 465 zu 595 nm gemessen (Bradford, 1976).

In einem grolRen Konzentrationsbereich nimmt die Extinktion Esgs des untersuchten Proteins
linear zu, weswegen zur Ermittlung der absoluten Proteinkonzentration das Lambert-
Beer’'sche Gesetz verwendet werden kann. Laut diesem ergibt sich — nach entsprechender
Umstellung der Formel - aus der gemessenen Extinktion (Ex) bei monochromatischem Licht
einer Wellenlange von 595 nm, dem Extinktionskoeffizienten (ex) einer Substanz, und der
Schichtdicke der Probe (d!) die Konzentration einer Lésung zu Eses = €595 * Cprobe * d'. Als
Proteinstandard mit bekannter Konzentration diente bovines Gamma Globulin.

3.4.4. Affinitdtschromatographie

Nach Extraktion aus E. coli erfolgte die Aufreinigung der Gberexprimierten rekombinanten
MBP-GCDH-Fusionsproteine  (Maltose-binding-protein: ~ UniProtKB — Q7AKP1)  mittels
Affinitatschromatographie. Hierfiir wurde das automatisierte FPLC System Akta-Purifier (GE-
Healthcare) eingesetzt. Die Methode nutzt die hohe Affinitdit von MBP, um die
Fusionsproteine aus dem Gesamtzelllysat abzutrennen. Hierflir eingesetzt wurde die
Chromatographie-Saule MBPTrap® HP (GE Healthcare), die an ein Harz gekoppelte Amylose
enthalt. Vor Durchfiihrung der Chromatographie erfolgte zunachst die Equilibrierung der
Saule mit Kaliumphosphat und glycerinhaltigen Puffer (siehe 4.1.2). Dann wurde die Saule
mit der Gesamtzellfraktion beladen, wobei die MBP-GCDH-Fusionsproteine an Amylose
banden, alle anderen zelluldren Bestandteile jedoch nicht. Im Anschluss erfolgte die Elution
des Fusionsproteins durch einen Kaliumphosphat und glycerinhaltigen Puffer mit Maltose
(siehe 4.1.2). Da MBP eine hohere Affinitat zu Maltose als zu Amylose besitzt, konnte das
rekombinante Fusionsprotein von der Sdule verdrangt und eluiert werden.

3.4.5. GroBenausschlusschromatographie (size-exclusion-chromatography, SEC)

Nach Aufreinigung der MBP-GCDH-Fusionsproteine mittels Affinitatschromatographie
erfolgte die Analyse der Oligomerisierung durch GréBenausschlusschromatographie.
Aufgrund unterschiedlicher Wechselwirkungen zwischen den zu untersuchenden Proteinen
und der Matrix der Gelfiltrationssdule aus quervernetzter Agarose und Dextran wurden die
aufgereinigten MBP-GCDH-Fusionsproteine in unterschiedlich grolRe Oligomere aufgetrennt.
Besonders groRe Molekiile, wie z.B. Aggregate konnten dabei nicht in die Poren der
Gelmatrix diffundieren und wurden mit der Losemittelfront eluiert. Fiir kleine Molekile wie
z. B. Degradationsprodukte oder abgespaltenes MBP war die Verweildauer auf der Sadule
besonders lang, wodurch sie zu einem spateren Zeitpunkt eluiert wurden. Das fiir die Elution
ausreichende Volumen wird als Ausschlussvolumen (Vo = void volume) bezeichnet.

Zunachst erfolgte die Kalibrierung der Gelfiltrationssdule durch Proteinstandards mit
bekannter GroRe (LMW-Kit und HMW-Kit, GE Healthcare) anhand derer die
voraussichtlichen Elutionsvolumina der zu untersuchenden Proteine berechnet werden
konnten. Fir MBP-GCDH-Tetramere (MW = 370,8 kDa) ergab sich somit ein Elutionsvolumen
von ca. 60 ml.
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Im ersten Schritt wurde die Gelfiltrationssaule Superdex 200 pg 16/60 high load (GE
Healthcare) mit HEPES-Puffer bei einer Flussgeschwindigkeit von 0,4 ml/min equilibriert und
mit dem Eluat der Affinitdtschromatographiesdule, das unterschiedliche Oligo-
merisierungszustinde der MBP-GCDH-Fusionsproteine  enthielt, beladen  (Fluss-
geschwindigkeit 0,1 ml/min). Im zweiten Schritt erfolgte die Elution mit einer
Flussgeschwindigeit von 0,4 ml/min. Ab einem Elutionsvolumen von 40 ml wurde das Eluat
in 2 ml Fraktionen gesammelt und mittels UV-Absorption bei einer Wellenlange von 280 nm
die MBP-GCDH-Fusionsproteine detektiert. AnschlieBend wurden die MBP-GCDH-Tetramere
enthaltenden Fraktionen zur weiteren Verarbeitung gepoolt, aufkonzentriert und in Aliquots
in Flussigstickstoff gelagert. Die restlichen Fraktionen wurden verworfen.

3.4.6. Right-angle light scattering (RALS)

Zur Untersuchung des Aggregationsverhaltens der MBP-GCDH-Fusionsproteine wurde die
Methode des right-angle light scattering verwendet. Hierbei fallt Licht von einer Lichtquelle
in eine Kivette und im 90 ° Winkel dazu wird die entsprechende Streuung des Lichts
gemessen. Durch Erwdrmen der Probe und zunehmender Tribung der Loésung kann eine
Zunahme der Streuung gemessen werden, denn mit ansteigender Temperatur kommt es zur
Denaturierung, einem Verlust der Quartarstruktur sowie Aggregation des zu
untersuchenden Proteins in der Probe, was die Zunahme der Triibung in der Lésung erklart.
Mit dieser Methode kann also ein Rickschluss auf das Aggregations- und
Denaturierungsverhalten des zu untersuchenden Proteins gezogen werden.

Durchgefiihrt wurden die Untersuchungen an einem Cary Eclipse Fluoreszenz-
Spektrophotometer, das mit einer temperaturkontrollierten Peltier multicell
Probenhalterung ausgestattet war. Die Proben wurden je nach Variante in HEPES-Puffer,
oder in einem glycerinhaltigen Kaliumphosphat Puffer ohne Maltose (siehe beide 4.2.1) in
einem Temperaturintervall von 25 °C bis 75 °C untersucht. Die Erwarmung der Probe
erfolgte in Schritten von 1 °C pro Minute. Als Exzitationswellenlange wurden 330 nm, als
Emissionswellenlange 335 nm gewahlt, bei einer Spannung von 600 V.

3.4.7. Differential scanning fluorimetry (DSF)

Wie bei Niesen et al., 2007 vorbeschrieben, kann mit der Methode der differential scanning
fluorimetry das Entfaltungsverhalten eines Proteins unter thermischem Stress untersucht
werden. Hierzu wird dem zu untersuchenden Protein ein Agens hinzugegeben, das an die
lipophilen Aminosdurereste bindet, die wahrend der hitzeinduzierten Entfaltung des
Proteins an der Oberfliche exponiert werden. Die durch die Bindung des Farbstoffs
entstehende Fluorszenz kann im Fluoreszenzspektrophotometer detektiert werden.

Die Experimente wurden im high-throughput Verfahren an einem 7900 HT Fast Real-Time
PCR System von Applied Biosystems in einer MicroAmp® Optical 96-Well Platte
durchgefiihrt. Um die Proben vor Verdampfung zu schiitzen, wurden diese mit einem
MicroAmp™ Optical Adhesive Film abgedeckt. Als fluoreszierendes Agens wurde SYPRO®
Orange protein gel stain in einer Verdinnung von 1:500 und 1:1000 mit dem
entsprechenden Puffer der zu untersuchenden Probe eingesetzt. Der Wildtyp und die
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Varianten des rekombinanten MBP-GCDH-Fusionsproteins wurden nach Etablierung (s.
5.4.1) bei einer finalen Konzentration von 0,6 mg/ml entweder jeweils in HEPES-Puffer, oder
in glycerinhaltigem Kaliumphosphatpuffer ohne Maltose (s. 4.2.1) untersucht. Detektiert
wurde der Bereich zwischen 25°C und 70 °C. Die Berechnung der jeweiligen Tn-Werte
erfolgte fir die Varianten in HEPES-Puffer wie vorbeschrieben (Pey et al., 2008).

3.5.  Molekularbiologische Methoden

3.5.1. Ortsspezifische Mutagenese — Site Directed Mutagenesis (SDM) des GCDH-Wildtyps

Diese PCR-basierte Methode erlaubt die spezifische Einfihrung von Punktmutationen im
GCDH-Wildtyp-Gen und wurde basierend auf einem Protokoll der Fima Stratagene (La Jolla,
USA) durchgefiihrt:

1. Zwei komplementdre Primer, die in der Mitte modifizierte Nukleotide tragen und
ansonsten der dsDNA-Matritze (in diesem Fall ein Plasmid) an der Stelle entsprechen, an
welcher die Modifikationen vorgenommen werden sollen, werden zunichst designt und
dann in einem Auftragslabor synthetisiert.

2. Durchfiihrung einer mutagenisierenden PCR, bei der kodierender und kodogener Strang
durch eine high-fidelity Polymerase amplifiziert werden. Durch Einsatz der
mutagenisierenden Primer wird an der entsprechenden Stelle im Plasmid eine verdanderte
Nukleotidabfolge im Vergleich zum Wildtyp eingebaut, die auf Proteinebene einen
Aminosaduretausch kodiert. Aufgrund einer fehlenden Ligaseaktivitdit wahrend der PCR
verbleiben Einzelstrangbriiche an den jeweiligen Replikationsenden der neu synthetisierten
Plasmidstrange.

3. Verdau der urspriinglichen, methylierten DNA-Matrize durch das methylierungssensitive
Restriktionsenzym Dpnl. Die neu amplifizierte Plasmid-DNA wird hierbei nicht beeintrachtigt,
da sie noch keine methylierten Sequenzanteile aufweist.

4. Transformation des mutierten PCR-Produktes in XL1-Blue-Zellen. Durch eine vorliegende
Ligaseaktivitdt in den entsprechenden Zellen werden die offenen Enden der SDM-Produkte
zirkularisiert.

Als Matritze fir die ortsspezifische Mutagenese diente der pENTRY-Klon des GCDH-Wildtyps.
Die SDM wurde an einem Eppendorf Mastercycler durchgefiihrt. Der entsprechende
Reaktionsansatz beinhaltete:

5x KAPAHIFi Reaction Buffer 10 pl
KAPA dNTP Mix (10 mM je Nukleotid) 1,5 ul
Forward Primer 1,3 ul
Reverse Primer 1,3 ul
GCDH Wt pENTRY 0,5 ul
KAPAHIFi DNA Polymerase (1 U/pul) 1l
Aqua bidest, nukleasefrei 30,5 ul
MgCl; (25 mM, f.c.: 2 mM) 4ul
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Die SDM wurde wie folgt durchgefiihrt:

Temperatur Dauer Anzahl
Initiale Denaturierung 95 °C 2 min 1
Denaturierung 98 °C 20 sec 16
Annealing der Primer 55°C 15 sec 16
Replikation 68 °C 4 min 16
Finale Replikation 68 °C 5 min 1

Um die Richtigkeit der SDM zu Ulberprifen, wurde eine beispielhafte Auswahl an SDM-
Produkten als proof-of-principle anhand eines Restriktionsverdaus mit Hpal und BamH! in
Tango Buffer (alle Fermentas) analysiert. Hierbei wurde neben den neu generierten
Konstrukten auch der leere pDONR221-Vektor als Vergleich mitgeschnitten. Hintergrund ist
die Veranderung der Regionen, in denen die Restriktionsenzyme die Plasmid-DNA
schneiden. Falls — wie gewlinscht — das entsprechende Gen in die Plasmid-DNA insertiert
wurde, schneiden die Restriktionsenzyme an einer anderen Stelle. Dementsprechend
resultieren unterschiedliche Fragmentlangen, die Uber eine anschlieBende Agarose-
Gelelektrophorese nachgewiesen werden konnen. Der Restriktionsverdau erfolgte nach
folgendem Ansatz:

Hpa | 0,3 ul
BamH| 0,3 ul
Tango Buffer 2 ul
DNA-Probe 3l
Aqua bidest 4,4 ul

Positive Klone wurden anschlieRend in einem Auftragslabor sequenziert, um die Richtigkeit
der generierten Mutationen zu bestatigen. Fir die restlichen Konstrukte erfolgte kein
gesonderter Restriktionsverdau, sondern die unmittelbare Sequenzierung nach SDM.

3.5.2. LR-Reaktion

Im nachsten Schritt erfolgte durch homologe Rekombination die Klonierung der attlL-sites
flankierten cDNA der GCDH-Varianten in den Zielvektor pEF DEST51 unter Anwendung der
Gateway-Technologie. Das Resultat der LR-Reaktion ist der entsprechende Expressionsklon
sowie ein das Selbstmordgen ccdB tragendes Nebenprodukt (Abbildung 2).
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Ablauf der LR-Reaktion
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Abbildung 2: Ablauf der LR-Reaktion. Ein Entry-Klon, welcher das zu untersuchende Gen und ,recombination-
sites” enthalt, rekombiniert mit einem Zielvektor. Ergebnis der LR-Reaktion sind ein Expressionsklon und ein
Reaktionsnebenprodukt zu erhalten (aus: User’s guidline Gateway® Technology, A universal technology to
clone DNA sequences for functional analysis and expression in multiple systems, Catalog Numbers 12535-019
and 12535-027, Revision 1.0, Document Part Number 250522, Publication Number MAN0000282).

Die LR-Reaktion wurde wie folgt angesetzt:

pPENTRY 100 ng

pEF DEST51 ,0ul

Aqua bidest ad 5 pl gesamt
LR-Clonase 1,0 ul

Die LR-Reaktion wurde fiir 90 Minuten bei 25°C durchgefiihrt und das Gelingen der
Rekombination anschlieBend anhand eines Restriktionsverdaus mit Apal (Thermo Fisher
Scientific,c, USA) und Agarose-Gelektrophorese Uberprift. Der entsprechende
Restriktionsansatz ist im Anschluss aufgefiihrt, die Inkubation erfolgte bei 37 °C fiir 90
Minuten.

Aqua bidest 5,3 ul
Apal 0,3 ul
Buffer Blue 1,4 ul
DNA-Probe 3ul
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3.5.3. Agarose-Gelelektrophorese

Der wahrend der LR-Reaktion generierte Expressionsklon der entsprechenden GCDH-
Mutanten wurde in jedem Zwischenschritt mittels Agarose-Gelelektrophorese auf Reinheit
und Fragmentlange gepriift.

Zur Herstellung des 1%-igen Agarosegels wurde zunachst ein Teil Agarose der Firma Biozym
in 99 Teilen 1x TRIS-Borat-EDTA (TBE)-Puffer (SERVA) aufgekocht und im Anschluss mit 5 pl
Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich) versehen, was einer finalen Konzentration von 0,5 pg/ml
entsprach. Das ausgehartete Gel wurde in einer Gelelektrophoresekammer plaziert, die
zuvor mit 1x TBE-Puffer beflllt wurde. Die Geltaschen wurden mit 10 ul der zu
untersuchenden Probe und 2 ul /loading solution (Sigma Aldrich) beladen. Zum
GroRenvergleich wurden 7 ul einer 1-kb ladder (Invitrogen) parallel aufgetragen. Der Gellauf
erfolgte bei 120V fiir 60 Minuten. Die anschlieende Detektion der Banden erfolgte in
einem UV-Transluminator mit einer Photo-Kamera, indem das in die DNA interkalierte
Ethidiumbromid durch die einfallende UV-Strahlung zur Fluoreszenz angeregt wird.
Hierdurch werden die entsprechenden DNA-Banden sichtbar.

3.5.4. Chemische Transformation von XL1-Blue- und BL21 (DE3)-Zellen

Transformiert nach der SDM wurden zunachst XL1-Blue-Zellen zur Ligation der Einzelstrang
DNA und BL21 (DE3)-Zellen mit Expressionsplasmiden zur Proteinexpression. Dies erfolgte
durch Anwendung der ,Hitzeschock“-Methode, bei der die Zellwdnde durch kurzzeitiges
Erhitzen permeabel fir DNA werden und diese so in die entsprechenden Zellen
aufgenommen werden kann. 50 ul der zuvor aufgetauten Zelllinie wurden mit 7 ul einer
DNA-Probe (entspricht 50 — 100 ng DNA) versehen und anschliefend 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Anschliefend erfolgte in einem Wasserbad ein Hitzeschock bei 42 °C flir 45
Sekunden und ein erneutes Abkuhlen fir 2 Minuten auf Eis. Danach wurden die Proben in
450 pl LB Medium ohne Antibiotikum (s. 4.2.1) aufgenommen und eine Stunde bei 37 °C bei
240 UpM auf einem Schiittler inkubiert. Schlieflich erfolgte das gleichmalige Auftragen des
Transformationsansatzes auf eine Festagarplatte und die Bebritung bei 37 °C (iber Nacht.
Zur Selektion der transformierten Zellen wurde den Festagarplatten im Vorfeld ein
entsprechendes Antibiotikum zugegeben.

3.5.5. Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolation der GCDH-Plasmide erfolgte als Mini-Praparation aus 8 ml einer E. coli
Flassigkultur. Hierflr wurde eine Kolonie transformierter E. coli-Zellen in das entsprechende
Medium mit selektierendem Antibiotikum Gberimpft und bei 37 °C Gber Nacht bei 240 UpM
auf einem Schittelinkubator bebriitet. Nach 16 Stunden wurde die Kultur bei 4000 UpM fiir
15 Minuten abzentrifugiert und der Uberstand verworfen.

Zur Isolierung der Plasmid-DNA wurde das Zell-Pellet mit dem QlAprep® spin Miniprep Kit
des Herstellers Qiagen (Hilden, BRD) weiterverarbeitet. Daflir wurde es in dem
vorgesehenen Puffer resuspendiert und die Bakterien unter alkalischen Bedingungen lysiert,
um die zu isolierende DNA aus der Zellhiille freizusetzen. Das Lysat wurde anschlieBend
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neutralisiert und auf eine Silikatmatrix aufgetragen, an welcher die DNA gebunden wurde. Es
folgten mehrfache Waschschritte, sowie die Elution der DNA durch 30 ul nukleasefreies
Aqua bidest. Die im Folgenden ermittelte DNA Konzentration mittels Nanodrop ist unter
4.4.1. beschrieben.

3.5.6. Sequenzierung der Plasmide nach Sanger

Die Sequenzierung der im Rahmen der SDM generierten pENTRY Klone mit den GCDH-
missense Mutationen, erfolgte mittels Sanger Methode durch das Unternehmen Eurofins
MWG Operon (Ebersberg, BRD). Die digitale Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software
Sequence NavigatorTM des Herstellers Applied Biosystems/Perkin Elmer (Waltham, USA) im
Dr. von Haunerschen Kinderspital.

3.6. Zellkultur

3.6.1. Medien und Antibiotika

Zu weiteren Untersuchungen im eukaryoten System wurden COS-7 Zellen aus dem Bestand
des Dr. von Haunerschen Kinderspitals, Kubus Forschungszentrums, verwendet. Diese
wurden in 1x RPMI Medium (Gibco, life technologies, USA) mit 10 % fetal bovine Serum
(Gibco, life technologies, USA) und 1: 100 Antibiotic-Antimykotik (Gibco, life technologies,
USA) herangezogen und bei 37 °Cund 5 % CO, Gehalt kultiviert.

3.6.2. Transfektion von COS-7 Zellen

Die Transfektion der COS-7 Zellen erfolgte mittels Amaxa single cuvette Verfahren (Lonza,
CH). Diese Technologie bedient sich der Elektroporation der Zellmembran der zu
untersuchenden Zelllinie, wobei Plasmid-DNA in die jeweiligen eukaryoten Zellen
aufgenommen und sekundar Gberexprimiert wird. Hierfir wurden COS-7 Zellen mit 1x
Trypsin-EDTA (Gibco, life technologies, USA) geerntet, auf Proben von jeweils 2 Millionen
Zellen aufgeteilt und mit 300G fir 5Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen. Anschliefend wurde das entstandene Pellet in 100 ul Amaxapuffer (Lonza, CH)
aufgenommen und 2 ug der zu transfizierenden GCDH-Variante im pEF DEST51 Vektor
zugegeben. Nach erfolgter Transfektion wurden die Proben in jeweils 1000 ul des unter
4.6.1. beschriebenen Mediums aufgenommen, auf einer 6-Well Platte ausgesat und fir
48 Stunden bei 37 °C und 5 % CO; bebriitet, wobei nach ca. 24 Stunden ein Mediumwechsel
erfolgte.
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3.6.3. Ernte und Lyse der COS-7 Zellen

Die Ernte der jeweiligen in COS-7 Zellen exprimierten Variante erfolgte mit 500 pl 1x Trypsin-
EDTA. Nach Stoppen der Trypsinierung mit 500 pul Medium (siehe 4.6.1) erfolgte ein
Waschschritt mit 1x DPBS (Gibco, life technologies, USA). Anschlieend wurden die Proben
erneut aliquotiert und bei 300 G fir 5 Minuten abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 200 pl
Lyse Puffer, bestehend aus HEPES-Puffer, Proteaseinhibitor und Digitonin (f.c. 100 ul/ml) auf
Eis resuspendiert und durch drei freeze-and-thaw Zyklen aufgeschlossen, bei welchen die
Zellen in Lysepuffer bei -80 °C fir 15 Minuten eingefroren und anschlieffend bei 37 °C mittels
Wasserbad jeweils wieder aufgetaut wurden. Zur Verbesserung der Zelllyse erfolgte
abschliefRend zusatzlich eine Behandlung der Proben mit Ultraschall fir 15 Sekunden, bei
einem Puls von 0,8 Sekunden, einer Pause von 0,2 Sekunden und einer Amplitude von 10 %.
Es erfolgte ein erneuter Zentrifugationsschritt mit 600 G, bei 4 °C fiir 10 Minuten. Der
Uberstand wurde abgenommen und das Pellet verworfen. Es folgte ein weiterer
Zentrifugationsschritt bei 20.000 G bei 4 °C flir 20 Minuten. Das hieraus entstehende Pellet
wurde in 200 pl Lysepuffer (s. 4.1.2) resuspendiert und konnte neben die |6sliche Fraktion,
als Pelletfraktion weiteren Analyseschritten zugefiihrt werden.
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4. Ergebnisse
4.1. Ermittlung einer klinisch und biochemisch-strukturell relevanten Serie
von 14 Glutaryl-CoA-Dehydrogenase-Mutationen
Cluster der untersuchten GCDH-Varianten
Variante strukturelles Korrelat Quelle
F71S Salzbriickenbindung zu R72 und E129, dhnlich zu R28C  Busquets et al., 2000
in MCAD
R88C haufige N-Terminale Mutation Biery et al., 1996, Goodman et al.,
1998
R138G Active Site, nimmt an Decarboxylierung teil Fu et al., 2004, Westover et al., 2003,
Dwyer et al., 2000
G178R Nahe am aktiven Zentrum, FAD-Bindestelle Biery et al., 1996, Goodman et al.,
1998
E181K homolog zu MCAD und allen anderen ACADs, FAD- Busquets et al., 2000
Bindestelle, hoch konserviert, kénnte
Tetramerisierung beeinflussen
R227P Im Loop, welcher gréRten Unterschied zu MCAD aus- Biery et al., 1996, Busquets et al.,
macht, evtl. wichtig fur Substratspezifitat 2000, Goodman et al., 1998
M263V relativ stabile Variante Keyser et al., 2008
A293T Moglicherweise Expressionsproblem, da MCAD in Busquets et al., 2000, Goodman et
dieser Region auch schlecht exprimiert al., 1998
V400M Relativ milde Mutation an Oberfldche des Proteins Busquets et al., 2000, Goodman et
al., 1998
R402W haufigste Mutation, sehr instabil Biery et al., 1996, Busquets et al.,
2000, Goodman et al., 1998
E414K katalytische Base, sehr stabil Fu et al., 2004, Westover et al., 2003,
Goodman et al., 1998
A421V sehr haufig, C-terminal, in Subunit-Interaktionen in- Biery et al., 1996, Dwyer et al., 2000
volviert
A433E beinflusst Oligomerisierung, Unterschied zu A389V? Fu et al., 2004, Westover et al., 2003,
Goodman et al., 1998
A433V beinflusst Oligomerisierung, Unterschied zu A389E? Fu et al., 2004, Westover et al., 2003

Tabelle. 1: Auswahl von 14 GCDH-missense Mutationen mit strukturellen und funktionellen Folgen fiir das

Gesamtprotein

27



Anhand einer Pubmed-Literaturrecherche wurden 14 GCDH-missense Mutationen
ausgewahlt, die sich Uber die Gesamtheit der Quartarstruktur des Proteins erstrecken und
verschiedenste funktionale Einschrankungen des Enzyms verursachen. Die Detaillibersicht
hierzu zeigt Tabelle 1. In der Literatur wird bezliglich der Nomenklatur der Varianten aktuell
haufiger der three-letter-code fir den Aminosaureaustausch einer Variante verwendet,
wobei diesem ein ,p.” fiir Protein vorangestellt wird. In der Mitte wird mit einer Zahl die
Position des Austausches in der Aminosduresequenz angegeben (z.B. p.Arg88Cys). In der
vorliegenden Arbeit wurde der single-letter-code fir die entsprechenden Aminosaduren
verwendet. Die Zahl gibt auch hier die Position des Austausches in der Aminosauresequenz
des unprozessierten Proteins an (z.B. R88C). Gegebenenfalls kann durch vorbeschriebene
Tabellen (z.B. http://williams.medicine.wisc.edu/aminoacidcodes.pdf, letzter Zugriff am
24.09.2020) eine Ubersetzung in die jeweils andere Nomenklatur erfolgen.

4.2. Reinigung der Fusionsproteine von MBP-GCDH-Wildtyp und 12 Varianten aus
BL21(DE3) Zellen

4.2.1. Untersuchung des Oligomerisierungs- und Aggregationsverhaltens der MBP-Fusions-
proteine von GCDH-Wildtyp und 12 Varianten nach Affinitdtschromatographie

Wildtyp und 12 Varianten der GCDH im pMalc2X DEST Vektor wurden in E. coli Zellen
Uberexprimiert, mittels Ultraschall aus der Zelle isoliert und der Zelliiberstand auf eine
Affinitatssdaule (MBP Trap) aufgetragen. Dadurch konnten die GCDH-Fusionsproteine vom
Zelliberstand abgetrennt und analysiert werden.

Die eluierte Amylosefraktion enthalt unterschiedliche Oligomerisierungszustinde der
einzelnen Proteine, die durch Western Blot mit anschlieender Immundetektion analysiert
werden konnte. Tabelle 2 zeigt eine Aufstellung der jeweiligen Oligomerisierungszustande
des Wildtyps und der aufgereinigten 12 Varianten aufgeteilt in die 5 Bereiche Aggregate,
hohergradige Oligomere, Tetramere, Dimere und Monomere. Die Einordnung in die
entsprechende Klasse erfolgte nach Vergleich der kDa Angabe der Referenzprobe.
Interessanterweise zeigte sich fiir den GCDH-Wildtyp, dass dieser nicht wie vermutet zu
100 % als Tetramer eluiert, sondern das rekombinante MBP-GCDH-Fusionsprotein im
Gleichgewicht zwischen verschiedenen Oligomerisierungszustanden vorliegt. Neben einem
geringen Anteil an héhergradigen Oligomeren, lagen auch Tetra-, Di- und Monomere vor.
AuBerdem war der hohe Anteil von Aggregaten auffillig.

Fir die GCDH-Varianten waren die Ergebnisse sehr unterschiedlich. Einige Varianten
konnten nur als Aggregate gereinigt werden; diese waren F71S, G178R, E181K, R402W,
sowie A421V. Varianten, die hauptsachlich als Tetramere vorlagen, waren R138G, R227P,
M263V und V400M. Dennoch ist auch hier das Gleichgewicht zwischen verschiedenen
Oligomerisierungszustanden zu erwadhnen, wie es auch bei A433E der Fall war. Die Varianten
R88C und E414K eluierten zu einem hohen Anteil als Dimere.

Aufgrund eines fir die Varianten A293T und A433V vereinfachten Reinigungsprotokolls
wurden diese in Kaliumphosphatpuffer mit Glycerin (4.1.2.) gereinigt. Da es sich bei Glycerin
um ein chemisches Chaperon handelt, war die Betonung der Tetramerfraktion des GCDH-
Wildtyps im glycerinhaltigen Puffer im Vergleich zur Tetramerfraktion des GCDH-Wildtyps
ohne glycerinhaltigen Puffer (Tabelle 2) durch den entsprechenden stabilisierenden Effekt
von Glycerin nachvollziehbar.
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Oligomerisierung von GCDH-Wildtyp und Varianten im prokaryoten System (HEPES)

Aggregate (%) hohergradige Oligomere (%) Tetramere (%) Dimere (%) Monomere (%)

Wt 52,7 2,9 18,8 16,3 9,3
F71S 79,4 2,9 14,2 3,4
R88C 26,3 3,0 16,6 48,1 6,1
R138G 40,0 294 22,8 7,8

G178R  100,0

E181K 98,4 1,6

R227P 15,0 39,0 16,3 29,6
M263V 42,2 34,2 18,9 4,6
V400M 30,2 3,4 26,1 29,5 10,9
R402W 96,1 3,0 1,0

E414K 48,4 1,5 18,9 24,0 7,1
A421V 54,4 8,0 22,4 15,2
A433E 37,2 14,4 23,9 24,5

Tabelle. 2: GCDH-Wildtyp Fusionsprotein und 12 Varianten nach Aufreinigung, Westernblot und digitaler
Quantifizierung der Amylosefraktion nach Affinitdtschromatographie.

Oligomerisierung von GCDH-Wildtyp und Varianten im prokaryoten System
(Kaliumphosphat mit Glycerin)

Aggregate (%) hohergradige Oligomere (%) Tetramere (%) Dimere (%) Monomere (%)

Wt 46,8 40,8 9,8 2,7
A293T 31,8 51,7 9,6 6,9
A433v 58,0 1,6 15,3 17,8 7,3

Tabelle. 3: GCDH-Wildtyp Fusionsprotein und 2 Varianten nach Aufreinigung, Westernblot und digitaler
Quantifizierung der Amylosefraktion in Kaliumphosphatpuffer mit Glycerin.

Dennoch lag auch im glycerinhaltigen Puffer ein Gleichgewicht zwischen Tretrameren,
Dimeren und Monomeren vor. Die Variante A293T zeigte im Vergleich zum GCDH-Wildtyp
einen hoheren Anteil an Tetrameren. Die Variante A433V lag zur Halfte als Aggregat vor. Es
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konnten aber auch Anteile an héheren Oligomeren, Tetrameren, Dimeren und Monomeren
nachgewiesen werden (Tabelle 3).

4.2.2. Untersuchung des Oligomerisierungs- und Aggregationsverhaltens der MBP-
Fusionsproteine von Wildtyp und 14 Varianten mittels GroRenausschluss-
chromatographie

Mittels GroRenausschlusschromatographie ist es moglich, Proteine nach ihrer GroRe
aufzutrennen. Aufgezeichnet wird dabei die Absorption aromatischer Aminosauren bei einer
Wellenldnge von 280 nm. MBP besitzt eine Masse von 44,6 kDa, ein GCDH-Monomer
48,1 kDa. Somit resultiert fir ein MBP-GCDH-Monomer eine Gesamtmasse von 92,7 kDa, flir
ein Dimer des Fusionsproteins 185,4 kDa und 370,8 kDa fiir ein Tetramer. Nach der unter
4.4.5. beschriebenen Kalibrierung des Gerates ergaben sich Elutionsvolumina von circa 50 ml
flir Aggregate, circa 60 ml fir Tetramere, circa 70 ml flir Dimere sowie circa 85 ml fir
Monomere.

SEC der Varianten der N-terminalen Alpha-Domane
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Abbildung 3: Chromatogramme des GCDH-Wildtyps sowie der Varianten der N-terminalen Alpha-Domane.
F71S lag vermehrt in Form von Aggregaten und Monomeren, R88C vornehmlich in Dimerform und R138G
hauptsachlich als Tetramerform vor.

Abbildung 3 zeigt die Chromatogramme der Varianten aus der N-terminalen Alpha-Domane
im Vergleich zum Wildtyp, der mit einem Elutionsvolumen von circa 60 ml hauptsachlich als
Tetramer gereinigt werden konnte. Allerdings war auch eine Dimerschulter des Hauptpeaks
bei circa 70 ml nachweisbar. Die kleineren Peaks bei 50 und 85 ml deuteten auf das
Vorliegen von Aggregaten und Monomeren sowie abgespaltenem MBP hin. Die Variante
F71S zeigte vor allem Peaks bei circa 50 und 85 ml, was darauf schlieSen liel3, dass diese
Variante hauptsachlich als Aggregate oder als Monomere vorlag. Fiir R88C eluierte der
grofSte Peak bei circa 70 ml und bestatigte damit das Ergebnis aus dem vorherigen Kapitel,

30



dass die Variante hauptsachlich als Dimer vorliegt. Ein anderes Bild ergab sich fiir R138G, das
mit einem ausgepragten Elutionspeak bei circa 60 ml vornehmlich als Tetramer vorlag.
Obwohl nicht alle Varianten als Tetramer gereinigt werden konnten, wurden alle Varianten
im Folgenden mit unterschiedlichen Methoden charakterisiert.

SEC der Varianten der Beta-Faltblatt Domane
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Abbildung 4: Chromatogramme des GCDH-Wildtyps, sowie der Varianten der Beta-Faltblatt Domédne im
Vergleich zum Wildtyp des GCDH-Fusionsproteins.

Abbildung 4 zeigt die Varianten, die einen Aminosdurenaustausch in der Betadomane des
Proteins aufweisen. Neben dem Wildtyp konnte ausschlieBlich die Variante M263V als
Tetramer gereinigt werden. Alle anderen Varianten zeigten eine verstarkte Tendenz zur
Aggregation. R227P lie} sich bereits schlecht (iberexprimieren, weswegen kaum gereinigtes
Protein detektiert werden konnte. Somit wurde ausschlieflich M263V fir die
Folgeexperimente verwendet, denn die anderen Varianten konnten nicht in ausreichender
Menge gereinigt werden.

Ein eher inhomogenes Bild zeigte sich fir die Varianten der C-terminalen Alphadomane
(Abbildung 5). Fur V400M resultierte - bei geringer Gesamtproteinmenge - ein kleinerer
Anteil an Tetrameren und ein héherer Anteil an Dimeren. R402W zeigte vornehmlich
Aggregate und Monomere. Auch flir E414K zeigten sich Tetramere und Dimere, fiir A421V
und A433E hingegen vor allem Dimere. Im Rahmen der Folgeexperimente wurden die
Varianten V400M, E414K, A421V und A433E analysiert.

Auch fur die in Kaliumphosphatpuffer mit Glycerin gereinigten Varianten A293T und A433V
konnten Chromatogramme im Vergleich zum Wildtyp aufgezeichnet werden (Abbildung 6).
Auffallig ist hierbei flr beide Varianten der hohe Anteil an Aggregaten. Jedoch konnte fir
A293T eine groRere Fraktion Tetramere nachgewiesen werden, wobei auch Monomere
detektiert wurden. Auch fiir A433V war eine kleine Fraktion Tetramere nachweisbar, die
Variante eluierte jedoch hauptsachlich als Dimer. Beide Varianten wurden im Rahmen von
Folgeexperimenten weiter untersucht.
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SEC der Varianten der C-terminalen Alpha-Domane
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Abbildung 5: Chromatogramme des GCDH-Wildtyps, sowie der Varianten der C-terminalen Alpha-Domaéne.

SEC der Varianten gereinigt in Kaliumphosphatpuffer mit Glycerin
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Abbildung 6: Chromatogramme des GCDH-Wildtyps, sowie der Varianten welche in Kaliumphosphatpuffer mit

Glycerin gereinigt wurden.
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4.3.  Untersuchung des Aggregationsverhaltens von gereinigtem MBP-GCDH-
Wildtyp und 8 gereinigten Varianten mittels RALS

4.3.1. Etablierung des RALS-Assays fir den GCDH-Wildtyp

Wie Abbildung 7 zeigt, erfolgte die Etablierung des Assays mit vier unterschiedlichen
Konzentrationen des GCDH-Fusionsproteins. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die
gemessenen Rohdaten normalisiert, wobei 0 % als niedrigster Wert und 100 % als hochster
Wert festgesetzt wurde. Dargestellt sind die Messungen bis 65 °C, da hier die vollstandige
Entfaltung von MBP erfolgte und dadurch die GCDH-Daten nicht mehr richtig abgebildet

RALS des GCDH-Wildtyps bei verschiedenen Proteinkonzentrationen
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Abbildung 7: Etablierung des RALS-Assays
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fir das GCDH-Wildtyp Fusionsprotein mit den

Proteinkonzentrationen 0,4 mg/ml, 0,6 mg/ml, 0,8 mg/ml und 1,0 mg/ml. Die Messungen erfolgten in HEPES-
Puffer als Triplikate. Die grauen Balken zeigen die Streuwerte der Einzelmessungen mit Mittelwert (SEM).
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Fur die Konzentrationen 1,0 mg/ml, 0,8 mg/ml und 0,4 mg/ml zeigte sich im fir das
Aggregationsverhalten interessanten Bereich ab 45 °C eine zu hohe Streuvarianz zwischen
den jeweiligen Replikaten, weswegen die finale Proteinkonzentration von 0,6 mg/ml als
Arbeitskonzentration fiir die Messung der zu untersuchenden Varianten gewahlt wurde. Der
Kurvenverlauf zeigte ab 43,1 °C eine zunehmende Aggregation, wobei sich zwischen 51,3 °C
und 54,1 °C ein kurzes Plateau zeigte. Ab 54,1 °C war ein ,aggregation burst” zu beobachten,
der ab 58,0 °C in ein zweites Plateau miindete.

4.3.2. Aggregationsverhalten von GCDH-Wildtyp und GCDH-Varianten

RALS der Varianten der N-terminalen Alpha-Domane
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Abbildung 8: RALS-Diagramme fiir die Varianten der N-terminalen Alpha-Domane. Die Messung erfolgte in
HEPES-Puffer als Triplikate. Die grauen Balken zeigen die Streuwerte der Einzelmessungen. Der farbige
Messpunkt zeigt den Mittelwert (SEM).

Die Varianten der N-terminalen Alpha-Domane (Abbildung 8) zeigten ein sehr differenziertes
Aggregationsverhalten. F71S wies von Beginn der Messung an deutlich héhere Turbidity-
Werte auf als der Wildtyp, was zu einem Fehlen des ersten Aggregationsplateaus flhrte. Fir
die Variante R88C zeigte sich ein sehr ahnliches Aggregationsverhalten wie fiir den GCDH-
Wildtyp. Der Anstieg zum ersten Plateau erfolgte bereits ab 43,1 °C und erreichte dieses bei
51,7 °C. Das erste Plateau war dementsprechend ausgepragter als beim Wildtyp. Das zweite
Plateau war bereits bei 57,7 °C zu beobachten. Die Variante R138G wies kein erstes Plateau
auf, da die Signalintensitat sehr gering war. Das zweite Plateau der Variante erfolgte jedoch
mit keiner scharfen Absetzung der Turbidity-Werte, zur vorherigen Anstiegsphase.
Stattdessen war eine asymptotische Angleichung der Turbidity-Werte an das zweite Plateau
zu beobachten.

Insgesamt zeigten alle Varianten niedrigere Turbidity-Werte bei Erreichen des zweiten
Plateaus im Vergleich zum Wildtyp, der ,aggregation burst” erfolgte aber fir Wildtyp und
Varianten bei vergleichbarer Temperatur.

Die Variante M263V aus der Beta-Faltblatt Domane zeigte ein dhnliches Verhalten wie
R138G - es zeigt sich kein erstes Plateau (Abbildung 9). Das zweite Plateau war bei den
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gleichen Temperaturen wie fiir den Wildtyp zu beobachten, allerdings erfolgte auch hier
eine asymptotische Angleichung.

RALS der Varianten der Beta-Faltblatt Doméne
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Abbildung 9: RALS-Diagramme fiir die Variante der Beta-Faltblatt Domane. Die Messung erfolgte in HEPES-

Puffer als Triplikate. Die grauen Balken zeigen die Streuwerte der Einzelmessungen. Der farbige Messpunkt
zeigt den Mittelwert (SEM).

RALS der Varianten der C-terminalen Alpha-Domane
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Abbildung 10: RALS-Diagramme fir die Variante der C-terminalen Alpha-Domane. Die Messung erfolgte in
HEPES-Puffer als Triplikate. Die grauen Balken zeigen die Streuwerte der Einzelmessungen (SEM).

Fiir die Varianten der C-terminalen Alpha-Domane zeigte sich wie fiir den Wildtyp ein relativ
einheitliches biphasisches Aggregationsverhalten (Abbildung 10). Alle Variaten zeigten wie
der Wildtyp zwei Plateauphasen sowie einen ,aggregations burst” bei ca. 55 °C.

Fiir die beiden Varianten A293T und A433V, die in glycerinhaltigem Kaliumphosphat-Puffer
aufgereinigt wurden, zeigte sich ein anderes Aggregationsverhalten als fir die bereits
beschriebenen Varianten, die in HEPES-Puffer gereinigt wurden (Abbildung 11). Fir den
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Wildtyp war bis zur Temperatur von 65,0 °C, bei der MBP entfaltet, ein einphasischer
Aggregationsprozess zu beobachten. Ein ,aggregation burst” war nicht zu detektieren. Es
erfolgte ein Anstieg der Turbidity-Werte ab 49,4 °C sowie der Ubergang der Kurve in ein
Plateau ab 65,0 °C.

RALS der Varianten A293T und A433V
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Abbildung 11: RALS-Diagramme fiir die Varianten, die in Kaliumphosphatpuffer mit Glycerin gereinigt wurden.
Die Messung erfolgte in Kaliumphosphatpuffer mit Glycerin als Triplikate. Die grauen Balken zeigen die
Streuung der Einzelmessungen (SEM).

Die Variante A433V zeigte bereits zu Beginn der Messung erhohte Turbidity-Werte im
Vergleich zum Wildtyp. AulBerdem zeigte sich ein friherer Anstieg der Turbidity-Werte
bereits bei 42,3 °C sowie das Erreichen des Plateaus bereits bei 59,9 °C.

4.4, Untersuchung der thermischen Entfaltung von gereinigtem MBP-GCDH-
Wildtyp und 8 gereinigten GCDH-Varianten

4.4.1. Etablierung des DSF-Assays flir den GCDH-Wildtyp

Zundchst erfolgte die Etablierung des DSF-Assays im Hochdurchsatz, um die
temperaturabhdngige Entfaltung des Wildtyps zu untersuchen. SYPRO® Orange diente
hierbei als Fluoreszenzmarker. Der Farbstoff bindet an hydrophobe Bereiche im Enzym. Mit
zunehmender Temperatur werden hydrophobe Bereiche exponiert, der Farbstoff kann
binden und die Fluoreszenzintensitat steigt an. Sobald der Wildtyp vollstéandig entfaltet
vorliegt, erreicht die Fluoreszenz ihr Maximum und gipfelt im Plateau mit gleichbleibender
Fluoreszenzintensitat (Niesen et al., 2007). Fir die Etablierung wurde SYPRO® Orange in zwei
verschiedenen Konzentrationen eingesetzt. Ebenso wurde zunachst die Proteinkonzen-
tration im Bereich von 0,05 — 1 mg/ml variiert.

In Abbildung 12 ist beispielhaft der Verlauf der thermischen Denaturierung des MBP-GCDH-
Fusionsproteins im Temperaturintervall von 25 °C bis 65 °C dargestellt. Das Temperatur-
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intervall wurde bewusst nicht tber 65 °C erweitert, da MBP ab dieser Temperatur entfaltet
und die Messung beeinflussen wiirde.

DSF des GCDH-Wildtyps bei verschiedenen SYPRO® Orange Konzentrationen
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Abbildung 12: Etablierung der DSF-Messungen fiir den GCDH-Wildtyp mit den SYPRO® Orange Konzentrationen
1: 500 (A) und 1:1000 (B) bei einer finalen Proteinkonzentration von 0,6 mg/ml. Die Messung erfolgte in
HEPES-Puffer mit 6 Replikaten. Die grauen Balken zeigen die Streuung der Einzelmessungen (SEM).

Fiir die SYPRO® Orange Verdlinnung von 1:500 war die Streuung der Einzelmessung zu
grof3, sodass im Folgenden die 1 : 1000 Verdiinnung eingesetzt wurde, bei der die Streuung
der Messwerte deutlich geringer war. Die MBP-GCDH-Fusionsproteinkonzentration von
0,6 mg/ml wurde eingesetzt, da hier die Tm-Werte (auch V50-Werte), bei der 50 % des
Proteins in denaturierter Form vorliegen, die geringste Streubreite aufwiesen. Interessant ist
hier der biphasische Verlauf der Kurve, (Phase I: zwischen 25 °C und ca. 47 °C; Phase Il:
zwischen ca. 47 °C bis 65 °C) der darauf hindeutet, dass das Protein in zwei Stufen entfaltet.
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4.4.2. Analyse der temperaturabhangigen Entfaltung der MBP-GCDH-Varianten

Abbildung 13 zeigt die temperaturabhangige Entfaltung aller Varianten im Vergleich zum
Wildtyp der GCDH, der in ausreichender Menge gereinigt werden konnten. Auffallend war,
dass alle in HEPES-Puffer gereinigten Varianten eine erhohte native Fluoreszenz im
Grundzustand aufwiesen, was darauf hindeutet, dass die Enzyme bereits im Grundzustand
partiell entfaltet vorlagen (Abbildung 13 A-C).

Fiir F71S entfiel aufgrund der hohen Grundfluoreszenz ein erster Anstieg der Messkurve.
Erst bei hoheren Temperaturen zeigte sich ein leichter Anstieg der Messwerte, wobei der
entsprechende Tm-Wert im Vergleich zum Wildtyp niedriger war. Dies zeigte deutlich, dass
die Variante bereits bei niedrigeren Temperaturen entfaltet war als der Wildtyp. Flr die
Variante R88C zeigte sich — bis auf die bereits erwdhnte erhohte Fluoreszenz im
Grundzustand — eine dem Wildtyp sehr ahnliche Entfaltungskurve, was auch an den
entsprechenden Tm-Werten deutlich wurde. Fir die Variante R138G trat wie bei F71S nur
der zweite Ubergang auf und der Erste konnte aufgrund der hohen Ausgangsfluoreszenz
nicht bestimmt werden. Auch fiir R138G war die zweite Ubergangstemperatur um Vergleich
zum Wildtyp reduziert.

Fur die Variante M263V, deren Aminosaureaustausch in der Beta-Faltblatt Domane der
GCDH lokalisiert ist, zeigte sich ein deutlich verdandertes Bild (Abbildung 13 B). Es konnten
zwar beide Uberginge detektiert werden, die entsprechenden Tm-Werte waren aber
deutlich niedriger als fir den Wildtyp.

In Abbildung 13 C sind die Varianten der C-terminalen Alpha-Domane abgebildet. Samtliche
Varianten zeigten zwei Uberginge, wobei die Tm-Werte im Vergleich zum Wildtyp deutlich
niedriger waren.

Die in glycerinhaltigem Kaliumphosphatpuffer gereinigten Enzyme (Abbildung 13 D) zeigten
ein verandertes Verhalten im DSF-Assay im Vergleich zu den in HEPES gereinigten Varianten.
Sowohl! fiir den Wildtyp als auch fiir die Varianten konnte nur ein Ubergang detektiert
werden. Interessanterweise war die Fluoreszenz im Grundzustand fir die Varianten und den
Wildtyp vergleichbar.

A) DSF der Varianten der N-terminalen Alpha-Domaéne

5 40000~

S F71S
e 30000 - R88C
c - R138G
c 20000+ . Wt
N

[

(0]

0 10000

o

S

I 0=

25 30 35 40 45 50 55 60
Temperatur (°C)

38



B)
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D) DSF der Varianten A293T und A433V
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Abbildung 13: Dargestellt ist die temperaturabhangige Entfaltung der Fusionsproteine des MBP-GCDH-Wildtyps
und der Varianten aus der N-terminalen Alpha-Domane (A), der Beta-Faltblatt Doméne (B) und der C-
terminalen Alpha-Domane (C). Alle in A-C gezeigten Enzyme wurden in HEPES-Puffer gereinigt. Abbildung D
zeigt die in Kaliumphosphatpuffer mit Glycerin gereinigten Enzyme. Fiir alle Assays betrug die SYPRO® Orange
Konzentration 1: 1000, die Konzentration an Fusionsprotein betrug 0,6 mg/ml. Die Messungen erfolgten mit
sechs Replikaten. Die Streuung der Einzelmessungen ist als grauer Fehlerbalken eingezeichnet (SEM).

Die Ermittlung der Tm-Werte erfolgte graphisch. Die Linksverschiebung der
Entfaltungskurven der Varianten zeigte bereits, dass diese deutlich friiher entfalteten als der
Wildtyp, was in den niedrigeren Ubergangstemperaturen deutlich wurde (Tabelle 4).

Unabhangig von der Wahl des Puffers bei der Aufreinigung von Wildtyp und GCDH-Varianten
zeigte sich, dass die Entfaltung der Varianten bereits zu einem fritheren Zeitpunkt einsetzt
als es fiur den Wildtyp der Fall war. Das deutet darauf hin, dass die GCDH-Varianten im

Vergleich zum Wildtyp instabiler sind, was auch die erhéhte Hydrophobizitdt zu Beginn der
Messung bereits verdeutlicht.

Tm-Werte von GCDH-Wildtyp und Varianten

WT F71S
Replikate Tm erster Ubergang Tm zweiter Ubergang Tm erster Ubergang Tm zweiter Ubergang
1 46,17 54,91 n.d. 51,20
2 46,07 55,03 n.d. 51,24
3 46,34 55,25 n.d. 51,02
4 46,29 54,27 n.d. 51,03
5 46,77 55,38 n.d. 51,19
6 46,43 54,70 n.d. 51,54
Mittelwert 46,35 °C 54,92 °C n.d. 51,20 °C
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R88C R138G

Replikate Tm erster Ubergang Tm zweiter Ubergang Tm erster Ubergang Tm zweiter Ubergang
1 46,46 53,68 n.d 52,00
2 46,34 53,14 n.d 51,94
3 46,26 53,70 n.d 51,80
4 45,76 53,27 n.d 50,85
5 46,08 53,38 n.d 51,76
6 46,00 53,93 n.d 51,29
Mittelwert 46,15 °C 53,52 °C n.d. 51,61 °C
E414K A421V
Replikate Tm erster Ubergang Tm zweiter Ubergang Tm erster Ubergang Tm zweiter Ubergang
1 35,65 51,51 45,61 52,83
2 35,83 51,27 45,54 53,13
3 35,67 51,40 45,73 52,59
4 36,55 51,02 45,73 52,48
5 35,83 51,61 45,52 52,73
6 35,44 51,49 45,63 52,50
Mittelwert 35,83 °C 51,38 °C 45,63 °C 52,71 °C
A433E
Replikate Tm erster Ubergang Tm zweiter Ubergang
1 44,01 52,69
2 44,05 52,32
3 43,76 51,88
4 44,33 52,14
5 43,96 51,78
6 43,60 51,94
Mittelwert 43,95 °C 52,13 °C
Replikate Wt KPHO A293T KPHO A433V KPHO
1 54,3 52,4 48,3
2 54,1 52,9 48,6
3 54,2 52,8 48,2
4 54,2 53,2 48,3
5 54,3 53,2 47,7
6 54,2 53,4 48,1
Mittelwert 54,22 °C 52,98 °C 48,2 °C

Tabelle 4: Tabellarische Darstellung der einzelnen T,-Werte der GCDH-Varianten im Vergleich zum Wildtyp.
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4.4.3. Untersuchung der nativen Fluoreszenz im Grundzustand von Wildtyp und Varianten
und nach Zugabe von FAD

In Kapitel 5.4.2. haben wir gezeigt, dass GCDH-Varianten konformationelle Veranderungen
aufweisen, die zu einer Verminderung der Stabilitdat der Proteine und zu einer vermehrten
Anfalligkeit gegeniber Hitzestress flihren. Es stellt sich also die Frage, ob die Bindung eines
kleinen Molekils zu einer Korrektur der Proteinkonformation und damit zu einer Zunahme
der Proteinstabilitat flihren konnte. Dies wurde bereits fir das MCAD-Protein gezeigt (Jank
et al., 2014), das erhebliche strukturelle Ahnlichkeit zum GCDH-Protein aufweist. Abbildung
14 zeigt den Einfluss von FAD auf die Fluoreszenz im Grundzustand zu Beginn der DSF
Messung. Da die Entfaltung der Proteine unter Zugabe von SYPRO® Orange aufgezeichnet
wurde, ist die Fluoreszenz im Grundzustand gleichzeitig ein Mal3 flir die Hydrophobizitat der
Enzyme, denn es zeigt die Anzahl der an der Oberflache exponierten hydrophoben Gruppen,
an die der Farbstoff binden kann.

Die Hydrophobizitat war fir alle untersuchten Varianten ohne zusatzliche Gabe von FAD im
Vergleich zum Wildtyp deutlich erhoht. Nach Zugabe von FAD konnte fiir den Wildtyp und
fir die Varianten R88C, R138G, M263V und A421V eine Abnahme der Hydrophobizitat
nachgewiesen werden. Fir die Variante F71S erhohte sich der Wert geringfiigig unter
Zugabe von FAD. Auf die restlichen Varianten zeigte FAD keine Auswirkung auf die
Hydrophobizitat.
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Abbildung 14: Hydrophobizitdt der in HEPES-Puffer gereinigten Varianten ohne (schwarz) und mit FAD (rot).
Dargestellt sind die Werte der Fluoreszenz mit SYPRO® Orange als extrinsischem Fluorophor bei 25 °C als 6-fach
Messungen. Die grauen Fehlerbalken zeigen die Streuung der Einzelmessungen, die farbigen Punkte den
Mittelwert (SEM).
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4.4.4. Untersuchung der thermischen Entfaltung von Wildtyp und Varianten nach Zugabe
von FAD

Wir konnten in Kapitel 5.4.3. zeigen, dass sich durch Zugabe von FAD die Fluoreszenz im
Grundzustand und somit der Grad der Entfaltung bei niedrigen Temperaturen beeinflussen
lasst. Mit der Methode der DSF kann jedoch auch die thermische Entfaltung fir héhere
Temperaturen und ein eventueller Einfluss auf die Stabilitdt des Proteins durch Hinzugabe
von FAD dargestellt werden. Tabelle 5 fasst die erhobenen Daten aus dem DSF Assay des
GCDH-Wildtyps und der Varianten zusammen. Nach Zugabe von FAD konnte sowohl fiir den
Wildtyp, welcher in glycerinfreiem, als auch in glycerinhaltigem Puffer gereinigt wurde, eine
Verschiebung der jeweiligen Tm-Werte beobachtet werden. Zu bemerken ist, dass fiir den
Wildtyp in glycerinfreiem Puffer zwei Uberginge und somit Entfaltungsphasen, fiir den
Wildtyp in glycerinhaltigem Puffer ein Ubergang detektiert werden konnte.

Fiir die Varianten der N-terminalen Alpha-Domane zeigte sich nach Zugabe von FAD kein
erster Ubergang mehr bei F71S und R138G. Der Tn-Wert des zweiten Ubergangs konnte zu
hoheren Temperaturen verschoben werden. Fiir die Variante R88C zeigte sich keine
relevante Verschiebung des Tm-Wertes des ersten Uberganges. Der Tm-Wert des zweiten
Ubergangs zeigte jedoch eine Verschiebung zu héheren Temperaturwerten.

Bei der Variante M263V, deren Aminosaureaustausch in der Beta-Falblatt Domane lokalisiert
ist, konnte nach Zugabe von FAD kein erster Ubergang detektiert werden. Der Tm-Wert des
zweiten Ubergangs zeigte sich zu héheren Temperaturen verschoben.

Fiir die Varianten der C-terminalen Alpha-Domane konnten bei allen Varianten nach Zugabe
von FAD zwei Ubergidnge mit entsprechenden Tm-Werten detektiert werden. Fiir die
Varianten A421V und A433E zeigte sich eine Verschiebung beider Tm-Werte zu hoéheren
Temperaturen. Fiir VA0OM und E414K ergab sich ausschlieBlich eine Verschiebung des Tm-
Wertes des zweiten Uberganges zu héheren Temperaturen.

Hinsichtlich der Varianten, die in glycerinhaltigem Puffer gereinigt wurden, konnte nach der
Zugabe von FAD jeweils ein Ubergang detektiert werden. Beide Varianten zeigten eine
Verschiebung des Tm-Wertes zu hoheren Temperaturen.

Zusammenfassend konnte somit gezeigt werden, dass die Proteinkonformation des GCDH-
Wildtyps und der untersuchten Varianten durch die Bindung des kleinen Molekiils FAD
(wenn auch in unterschiedlichem AusmaR) stabilisiert werden konnte.

Tm-Werte des GCDH-Wildtyps und Varianten nach Hinzugabe von FAD

WT F71S
Replikate Tm erster Ubergang Tm zweiter Ubergang Tm erster Ubergang Tm zweiter Ubergang
1 53,78 57,78 n.d. 51,24
2 54,02 58,21 n.d. 53,44
3 53,66 58,27 n.d. 52,69
4 53,55 58,00 n.d. 52,26
5 53,39 58,05 n.d. 53,38
6 54,12 57,78 n.d. 53,08
Mittelwert 53,75 °C (ATm: 7,4°C) 58,02 °C (ATm: 3,1 °C) n.d. 52,68 °C (ATm: 1,48 °C)
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R88C

R138G

Replikate Tm erster Ubergang Tm zweiter Ubergang Tm erster Ubergang Tm zweiter Ubergang
1 45,77 53,52 n.d. 54,19
2 46,48 56,62 n.d. 54,96
3 46,04 54,52 n.d. 54,36
4 45,99 53,64 n.d. 53,72
5 45,91 53,97 n.d. 54,45
6 45,75 54,05 n.d. 54,49
Mittelwert 45,99 °C (AT,: -0,16 °C) 54,39 °C (ATn: 0,87 °C) n.d. 54,36 °C (ATm: 2,75 °C)
M263V V400M
Replikate Tm erster Ubergang Tm zweiter Ubergang Tm erster Ubergang Tm zweiter Ubergang
1 n.d. 53,81 42,15 53,16
2 n.d. 53,70 42,55 53,60
3 n.d. 54,87 42,40 53,49
4 n.d. 54,51 42,05 53,35
5 n.d. 54,95 42,30 53,16
6 n.d. 55,15 42,51 53,85
Mittelwert  n.d. 54,50 °C (ATm: 1,51°C) 42,33 °C (ATm: -0,14°C) 53,44 °C (ATm: 2,96 °C)
E414K A421V
Replikate Tm erster Ubergang Tm zweiter Ubergang Tm erster Ubergang Tm zweiter Ubergang
1 35,34 52,94 46,15 53,45
2 35,19 52,70 46,15 53,06
3 34,84 52,92 46,33 53,04
4 36,17 52,83 45,94 52,93
5 35,15 52,67 46,55 53,53
6 35,39 51,48 46,37 53,47
Mittelwert 35,35 °C (ATm: -0,03°C) 52,59 °C (ATm: 1,21°C) 46,25 °C (ATm: 0,62°C) 53,25 °C (ATm: 0,54 °C)
A433E
Replikate Tm erster Ubergang Tm zweiter Ubergang
1 43,69 52,50
2 44,26 52,18
3 44,34 52,22
4 44,29 52,37
5 44,07 52,15
6 44,03 52,14
Mittelwert 44,11 °C (AT»: 0,16 °C) 52,26 °C (ATm: 0,13 °C)
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Replikate Wt KPHO A293T KPHO A433V KPHO

“u b W N

6

56,2 55,6 48,9
56,1 55,8 48,3
56,2 56 48,2
56,1 56 48,3
56,1 55,8 49

56,1 55,7 48,2

Mittelwert 56,13 °C (ATm: 1,91°C) 55,82 °C (ATm: 2,84 °C) 48,48 °C (ATp: 0,28 °C)

Tabelle 5: Ubersicht der T,-Werte der GCDH-Varianten im Vergleich zum Wildtyp unter Zugabe von FAD mit
einer finalen Konzentration von 10 uM. In Klammern sind die Temperaturunterschiede zu den
korrespondierenden T,,-Werten von Wildtyp und Varianten ohne FAD angegeben.

4.5. Klonierung der eukaryoten Expressionskonstrukte des GCDH-Wildtyps sowie
von 14 GCDH-Varianten

4.5.1. Ortsspezifische Mutagenese zur Generierung von 14 varianten GCDH Expressions-
plasmiden zur Analyse der eukaroyten Expression

Zur Generierung von Expressionsplasmiden fir die Zellkultur mussten die 14 GCDH-
Varianten zunadchst mittels ortsspezifischer Mutagenese generiert werden. Als DNA-
template flr die Mutagenese diente der pENTRY Klon des GCDH-Wildtyps. Die Kontrolle der
neu generierten pENTRY Varianten erfolgte zunachst als proof-of-principle durch einen
Restriktionsverdau an einer Auswahl von Varianten sowie anschlieRender Agarose-
Gelelektrophorese (Abbildung 15).

Ergebnis der Site Directed Mutagenesis

pDONR221
R227P #1
R227P #2
M263V #1
M263V #2
A293T #1
A293T #2
RA02W #1
RAO2W #2

kb

4073
3054

2036
1636

1018 —— . .

506 ——

Abbidung 15: Agarose-Gelelektrophorese einer beispielhaften Auswahl an pENTRY-Klonen von Wildtyp und
Varianten nach ortsspezifischer Mutagenese und anschlieRendem Restriktionsverdau mit Hpal und BamH! im
Sinne eines proof-of-principle. Als Kontrolle wurde der pDONR221 Vektor verwendet. Die restlichen Varianten
wurden keinem gesonderten Restriktionsverdau unterzogen, sondern direkt durch Sequenzierung tiberpriift.
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Als Kontrolle wurde der ,leere” pDONR221 Vektor verwendet. Die erwarteten
FragmentgroBen nach dem Restriktionsverdau waren 1333 und 3429 bp. Fir die neu
klonierten GCDH-Varianten wurden Fragmente von 917 und 2946 bp errechnet. Abbildung
15 zeigt die korrekten Fragmente mit der berechneten GroRe fiir alle neuen Konstrukte und
den Leervektor. Das Vorliegen der erwiinschten missense Mutationen in den hier
dargestellten und den restlichen neu klonierten Konstrukten wurde abschlieRend jeweils
durch Sequenzierung Uberpriift, wobei kein gesonderter Restriktionsverdau der hier nicht
dargestellten Varianten erfolgte.

4.5.2. LR-Rekombinationsreaktion von GCDH-Wildtyp und Varianten in den Zielvektor pEF
DEST51

Die nach Sequenzierung positiven und korrekten pENTRY Klone von Wildtyp und Varianten
aus Kapitel 5.5.1. wurden in der Gateway LR-Rekombinationsreaktion eingesetzt, um die
Expressionskonstrukte fiir die Zellkultur zu generieren. Hierbei wird das GCDH-Gen durch
eine Rekombinationsreaktion aus dem pDONR221 Vektor in einen neuen Zielvektor kloniert.
Als Zielvektor diente der pEF DEST51 Vektor, der fiir einen C-terminalen V5- und His-Tag
kodiert. Eine erfolgreiche Rekombinationsreaktion wurde durch einen anschlieBenden
Restriktionsverdau nachgewiesen (Abbildung 16 A - D). Erwartet wurden DNA-Fragmente
von 5118 bp, 1034 bp und 946 bp.

LR-Reaktion der pENTRY-Klone in den Zielvektor pEF DEST51
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D)

kb

R88C #3
R88C #4
E181K
A293T
R402W

5090 kb
4073 kb

3054 kb
2036 kb
1636 kb

1018 kb

Abbildung 16: Agarose-Gelelektrophorese aller pEF DEST51 Konstrukte nach LR-Rekombinationsreaktion und
Restriktionsverdau mit Apal. Als Kontrolle wurde der leere pEF DEST51 Vektor verwendet. Die korrekten DNA
Fragemente nach erfolgter Insertierung sind 5118 bp, 1034 bp und 946 bp. Die markierten Konstrukte zeigten
die korrekte FragmentengroRe, was eine erfolgreiche LR-Reaktion darstellte. Die markierten Klone wurden flr
die Folgeexperimente verwendet.

Wie in Abbildung 16 A gezeigt, konnte eine erfolgreiche LR-Reaktion im ersten Versuch nur
fir die Varianten F71S und R138G nachgewiesen werden. Die LR-Reaktion wurde daher
solange wiederholt (Abbildung 16 B — D), bis alle 14 Varianten und der Wildtyp erfolgreich im
pEF DEST Expressionsvektor vorlagen. Eine erneute Sequenzierung war nicht notwendig, da
die Rekombinationsreaktion keine Verdanderung in der Plasmid-DNA erzeugt.

4.6. Untersuchung des Expressions-, Aggregations- und Oligomerisierungs-
verhaltens des GCDH-Wildtyps und von 14 GCDH-Varianten in COS-7-Zellen

4.6.1. Untersuchung des Expressionsniveaus von GCDH-Wildtyp und von 14 GCDH-
Varianten in COS-7-Zellen

Zum Vergleich des Expressionsniveaus im eukaryoten System erfolgte die transiente
Transfektion von COS-7 Zellen mit dem GCDH-Wildtyp und mit den 14 GCDH-Varianten.
Nach Inkubation tiber 48 Stunden und Aufbereitung der Proben in I6sliche und Pelletfraktion
wurden diese auf ein denaturierendes LDS-Gel aufgetragen und im Anschluss per
Westernblot Gber den V5-Tag detektiert (Abbildung 16). Als Kontrollen und zum Ausschluss
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einer unspezifischen Bindung des V5-Antikorpers dienten nicht-transfizierte Zellen und der
transfizierte GCDH-Wildtyp. Als Ladungskontrolle diente GAPDH.

Fir die nicht transfizierten Zellen waren - wie erwartet - keine Banden zu detektieren. Fir
den Wildtyp war in der l6slichen Phase eine Bande bei circa 55 kDa nachzuweisen, bei der es
sich um das GCDH-Monomer handelt. Zu beobachten waren zudem eine schmale V5-positive
Bande bei 55 kDa und eine weitere bei circa 130 kDa.

Hierbei kdonnte es sich um pramatures GCDH-Protein und kovalent gebundene hdhere
Oligomere handeln. Fir die Pelletfraktion zeigte sich ein umgekehrtes Verhaltnis der
Bandenintensitdt der Bande bei circa 55 kDa und derjenigen bei 55 kDa, was darauf
hindeutet, dass die Pelletfraktion einen héheren Anteil an nicht-prozessierter GCDH enthalt.
Bei den zusatzlich detektierten Banden handelt es sich vermutlich um Aggregate, hdhere
Oligomere und Degradationsprodukte.

Das Expressionsniveau von Wildtyp und Varianten war sehr unterschiedlich. Wildtyp, R88C,
R138G, G178R, R227P, M263V, V400M, E414K, A433E und A433V zeigten eine vergleichbare
Expression an GCDH-Protein in der I6slichen Fraktion. Fir F71S, E181K, R402W und A421V
war dagegen kaum |6sliches Protein nachweisbar.

Fir die Pelletfraktion war ein sehr differenziertes Bild der Varianten zu beobachten. Die
starkste Bande zeigte sich nahezu konstant fiir alle Varianten bei 55 kDa, d.h. auf Hohe der
GCDH-Monomere, wobei die Bande bei den Varianten R88C, R138G, G178R, V400M, E414K,
A433E deutlich starker ausgepragt war, als im Falle des Wildtyps.

Von Interesse war auch die Bande der prozessierten GCDH unter der 55 kDa Bande. Sie war
flir den Wildtyp und die Varianten F71S, E181K, M263V, A293T, R402W und A421V kaum
nachweisbar, fiir R88C, R138G, G178R, R227P, V400M, E414K, A433E und A433V dagegen
sehr stark ausgepragt. Fir die vier Varianten F71S, E181K, R402W und A421V konnten
ausschlieBlich GCDH-Banden in der Pelletfraktion detektiert werden. Der |6sliche GCDH-
Anteil war nicht nachweisbar.

Westerblot des GCDH-Wildtyps und der Varianten aus COS-7 Zellen

A)
kDa NT Wt F71S R88C R138G  G178R E181K R227P M263V
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Abbildung 17: Westernblot nach LDS-Gelelektrophorese der mit GCDH-Wildtyp und Varianten transient
transfizierten COS-7 Zellen. Die Zellkulturproben wurden nach der Lyse in eine ldsliche (S) und in eine
Pelletfraktion (P) aufgeteilt und die GCDH-Proteine Uber den C-terminalen V5-Tag detektiert. Als
Negativkontrolle wurden nicht-transfizierte Zellen (NT) verwendet, als Positivkontrolle der GCDH-Wildtyp (Wt).
Die Ladungskontrolle erfolgte mittels Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). Das GCDH-
Monomer hat eine GroRe von 48,1 kDa und liegt als |8sliches Protein vor.

4.6.2. Untersuchung des Aggregations- und Oligomerisierungsverhaltens von GCDH-
Wildtyp und von 14 GCDH-Varianten in COS-7-Zellen

Westernblot des GCDH-Wildtyps und Varianten aus COS-7 Zellen (BN-PAGE)
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Abbildung 18: Westernblot nach BN-PAGE der GCDH-Varianten nach transienter Expression in COS-7 Zellen.
Als Negativkontrolle wurden nicht-transfizierte COS-7 Zellen verwendet. Die Positivkontrolle erfolgte durch den
GCDH-Wildtyp. GCDH-Tetramere laufen bei 192,4 kDa, Dimere bei 96,2 kDa, Monomere bei 48,1 kDa. Die
Varianten wurden je nach Expressionsniveau, mit unterschiedlicher Proteinmenge aufgetragen
(Gesamtproteinmenge von 19,0 pg Wt bis 36,8 pg NT). Die Detektion der GCDH-Proteine erfolgte durch einen
Antikorper gegen den C-terminal exprimierten V5-Tag.

Zur Untersuchung des Aggregations- und des Oligomerisierungsverhaltens im eukaryoten
System erfolgte die Aufbereitung der Zellkulturproben fiir eine BN-PAGE.

Abbildung 18 zeigt einen stark exprimierenden Wildtyp mit einem hohen Anteil an
Tetrameren, die mit Dimeren im Gleichgewicht stehen. Zudem war ein Anteil mit
hohergradigen Oligomeren und Monomeren nachweisbar. Die Varianten zeigten ein
differenziertes Bild in Bezug auf das Gleichgewicht zwischen Tetrameren, Dimeren,
Monomeren und Aggregaten. Bei den Varianten F71S, R138G, R227P, M263V, A293T,
V400M, E414K, A433V und R402W lag das Gleichgewicht vermehrt auf der Seite der
Tetramere. Auch G178R zeigte mehrheitlich Tetramere, wobei auch starke Dimer- und
Monomerbanden zu detektieren waren. Eine starke Dimerbande zeigten R88C und V433E,
wobei R88C wie auch V400M durch einen hohen Aggregatanteil auffielen, die sich liber die
gesamte Spur verteilten. Die Expression von E181K und A421V gelang in COS-7 Zellen nicht.

4.7. Vergleich des pro- und eukaryoten Expressions-, Aggregations- und
Oligomerisierungsverhaltens von GCDH-Wildtyp und Varianten

Die Varianten der N-terminalen Alpha-Domane unterschieden sich im prokaryotischen
System deutlich bezliglich Oligomerisierung und ihrem Verhalten gegenliber Hitzestress. Fiir
F71S zeigten sich nach der Aufreinigung vor allem Aggregate, R88C lag vermehrt als Dimere
vor, R138G mehrheitlich als Tetramere. Auch beziglich des Aggregationsverhaltens wiesen
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die Varianten starke Unterschiede auf. Fur F71S war das Fehlen der ersten
Aggregationsphase zu beobachten. R88C zeigte ein dhnliches Aggregationsverhalten wie der
GCDH-Wildtyp. Fir R138G fehlte die erste Aggregationsphase und das Aggregationsplateau
war kaum vom Aggregationsanstieg zu unterscheiden. Der Beginn der thermischen
Denaturierung zeigte, dass F71S bereits im Grundzustand partiell entfaltet vorliegt. Der
zweite Ubergang der Denaturierung setzte dann auch deutlich friiher ein, als der des GCDH-
Wildtyps. Fiir R88C war der erste Ubergang mit dem GCDH-Wildtyp vergleichbar, der Tp-
Wert des zweiten Ubergangs war jedoch bei niedrigeren Temperaturen zu beobachten.
R138G zeigte keinen ersten Ubergang und einen niedrigeren Tm-Wert des zweiten
Ubergangs im Vergleich zum Wildtyp. Alle Tm-Werte, mit Ausnahme des Tm-Wertes des
ersten Uberganges von R88C, konnten durch FAD erhéht werden, wobei jedoch fiir F71S und
R138G nach Zugabe von FAD lediglich der zweite Ubergang detektiert werden konnte. Die
Hydrophobizitdt konnte mit Ausnahme von F71S durch Zugabe von FAD verringert werden.
Im eukaryoten System zeigte F71S ein niedrigeres Expressionsniveau in der I6slichen Phase
und nur einen geringen Anteil an Tetrameren. R138G war mit dem Wildtyp vergleichbar und
lag vermehrt als Tetramer vor. Fiir R88C zeigten sich vornehmlich Aggregate und Dimere.

Die Varianten, deren Aminosdureaustausch in der Beta-Faltblatt Domane lokalisiert ist,
zeigten ein anderes Bild. Die Varianten G178R und E181K lagen vornehmlich als Aggregate
und Monomere vor. Einschrankend muss hier jedoch das Vorliegen von abgespaltenem MBP
erwahnt werden. R227P zeigte eine sehr geringe Expression, weswegen diese Variante in
den Folgeversuchen nicht untersucht werden konnte. Lediglich M263V konnte exprimiert
werden und wies vornehmlich Tetramere und Dimere auf. Bezliglich des thermischen
Aggregationsverhaltens von M263V war ein Fehlen des ersten Anstiegs der Turbidity-Werte
im Vergleich zum Wiltyp zu beobachten. Das zweite Plateau war kaum vom
Aggregationsanstieg zu unterscheiden. Hinsichtlich der thermischen Denaturierung zeigten
sich deutlich niedrigere Tm-Werte fiir beide Ubergidnge im Vergleich zum Wildtyp. Nach
Zugabe von FAD verschwand der erste Ubergang, der Tm-Wert des zweiten Ubergangs
konnte jedoch stabilisiert werden. Die native Fluoreszenz im Grundzustand konnte durch
Zugabe von FAD reduziert werden, wodurch das Protein partiell stabilisiert werden konnte.
Im eukaryoten Modell konnten alle Varianten der Beta-Faltblatt Doméane untersucht
werden. E181K fiel auch hier durch starke Expressionsprobleme auf. Die restlichen Varianten
waren in der l6slichen GCDH-Fraktion mit dem Wildtyp vergleichbar und das Gleichgewicht
der Oligomerisierung lag auf der Seite der Tetramere.

Fir V400M und E414K aus der C-terminalen Alpha-Domane resultierte nach der
Aufreinigung ein kleinerer Anteil Tetramere und ein hoherer Anteil an Dimeren. R402W
schien vornehmlich Aggregate und Monomere aufzuweisen, weswegen diese Variante in
den Folgeexperimenten nicht untersucht werden konnte. A421V und A433E hingegen
zeigten vor allem Dimere. Das thermische Aggregationsverhalten war fir alle untersuchten
Varianten biphasisch mit unterschiedlichem Beginn des ersten Anstiegs der Turbidity-Werte
im Vergleich zum Wildtyp. In der thermischen Denaturierung waren die Tm-Werte beider
Uberginge geringer als die des Wildtyps. Die Zugabe von FAD fiihrte zum Anstieg der Tm-
Werte von V400M und E414K im zweiten Ubergang, fir A421V und A433E in beiden
Ubergingen. Zudem konnte FAD die Hydrophobizitdt von A421V reduzieren. Im eukaryoten
System konnten alle Varianten der C-terminalen Alpha-Domane untersucht werden. R402W
und A421V zeigten ein deutlich niedriger ausgepragtes Expressionsniveau als der Wildtyp.
Die restlichen Varianten waren mit dem Wildtyp vergleichbar. V400M, E414K und A433E
lagen in den Untersuchungen zum Oligomerisierungsverhalten vornehmlich als Tetramere
vor, wobei sich auch ein hoher Aggregatanteil fiir VA0OM und A433E nachweisen liels.
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Letztendlich zeigten sich fir die Varianten, die in glycerinhaltigen Kaliumphosphatpuffer
gereinigt wurden, interessante Eigenschaften im Vergleich zu den Varianten in HEPES-Puffer.
A293T und A433V zeigten Tetramere, wobei der Anteil fir A293T deutlich héher ausfiel.
Zudem waren fiir beide Varianten auch Aggregate nachweisbar. A433V zeigte darlber
hinaus einen ausgepragten Dimerpeak, der Anteil an Monomeren war jedoch fir die
Variante A293T hoher. Bezliglich der thermischen Aggregation zeigte A433V bereits im
Grundzustand erhohte Turbidity-Werte im Vergleich zu A293T, wobei beide Varianten
bereits im Grundzustand hohere Turbidity-Werte aufwiesen als der Wildtyp. Der Verlauf der
Aggregationskurve war einphasisch fiir beide Varianten und beide Varianten aggregierten
bei niedrigeren Temperaturen als der Wildtyp. Hinsichtlich der thermischen Denaturierung
konnte eine vergleichbare Fluoreszenz im Grundzustand zum Wildtyp beobachtet werden.
Die Kurve zeigte auch hier einen einphasischen Verlauf. Die Entfaltung der Enzyme erfolgte
bei niedrigeren Temperaturen als der Wiltyp, wobei A433V zusatzlich bei niedrigeren
Temperaturen entfaltete als A293T. Interessanterweise konnte durch die Zugabe von FAD
flir die Varianten A293T und A433V eine Erh6hung des Tm-Wertes und somit eine
Stabilisierung des Proteins gegeniliber Hitzestress nachgewiesen werden. Im eukaryoten
System zeigte die Variante A433V ein deutlich besseres Expressionsniveau in der l6slichen
Fraktion als A293T. Hinsichtlich der Oligomerisierung zeigten sich im eukaryoten System fir
beide Varianten vornehmlich Tetramere.
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5. Diskussion

Die GCDH, ein mitochondriales Flavoprotein, katalysiert die oxydative Decarboxylierung von
Gluraryl-CoA zu Crotonyl-CoA und ist Teil des Aminosaurekatabolismus von Lysin,
Hydroxylysin und Tryptophan. Der Glutaryl-CoA-Dehydrogenasemangel resultiert in der
seltenen, autosomal-rezessiv vererbten, neurometabolischen Erkrankung GA1, die sich in ein
perinatales, nahezu asymptomatisches und ein symptomatisches Stadium gliedert (Busquets
et al., 2000b). In ca. 75% ist bei Geburt eine Makrozephalie das einzige Symptom (Bjugstad
et al., 2000). Weitere Symptome sind unspezifisch und bestehen vor allem in Hypotonie und
Irritabilitat (Baric et al., 1998). Allerdings sind auch in diesem weitgehend asymptomatischen
Stadium bereits charakteristische Veranderungen, wie beispielsweise eine Affektion der
Basalganglien, eine fronto-temporale Atrophie/Hypoplasie oder subdurale Hygrome mittels
neuroradiologischer Bildgebung nachweisbar (Neumaier-Probst et al., 2004). Unbehandelt
entwickeln ca. 90% der Patienten im Rahmen einer katabolen Stoffwechsellage, vermutlich
durch die Akkumulation der neurotoxischen Metabolite GA und 3-OHGA, eine
enzephalopathische Krise mit striataler Schadigung, haufig epileptischen Anfillen und
metabolischer Dekompensation innerhalb der ersten 6 Lebensjahre, meist jedoch zwischen
dem 3. und 36. Lebensmonat. Diese enzephalopathische Krise wiederum fihrt zu einer
komplexen, vornehmlich dystonischen Bewegungsstorung, welche irreversibel ist (Baric et
al., 1998; Pusti et al., 2014; Boy et al., 2019). Eine schwere Dystonie ist in der Folge die
haufigste Ursache flir Morbiditdt und Mortalitat aufgrund von chronischen oromotorischen,
gastrodsophagealen, skelettalen und respiratorischen Komplikationen (Strauss et al., 2003b).
Dies verdeutlicht die Wichtigkeit der Pravention der enzephalopathischen Krise.

Pathophysiologisch bestehen auf zellularer Ebene Hypothesen zum Zelltod von Astrozyten
aufgrund der Hemmung des Tricarboxylsdure-Zyklus durch GA und 3-OHGA (ber
anaplerotische Transportprozesse von Succinat oder die Hemmung der Glutaminolyse unter
Glucosemangel (Lamp et al., 2011; Komatsuzaki et al., 2018). Auch ein Zelltod von
Astrozyten durch 3-OHGA mit daraus resultierender Glutamin-Synthetase-Defizienz und
sekundarerer Hyperammonamie, die zum Zelltod anderer Neurone fiihrt, wurde in einem 3D
in vitro Modell mit neuronalem Gewebe von Ratten beschrieben (Jafari et al., 2013). Des
Weiteren wurde die pranatale Beeintrachtigung der Entwicklung von GefdaRen mit der
Steigerung der Vulnerabilitdt von Endothelstrukturen und sekundaren Hygromen postuliert
(Mihlhausen et al., 2004). Tierexperimentell konnten Seminotti et al. eine Stérung der
Energie- und Redoxhomdosthase in striatalen Neuronen von GCDH -/- Mausen unter
inflammatorischen Bedinungen, induziert durch Chinolinsdure und einer lysinreichen Kost
darstellen (Seminotti et al., 2016). Anhand von neonatalen und friihkindlichen
Neuronenaggregaten von GCDH -/- Mausen konnten Cudré-Cung et al. unter
metabolischem Stress erhohte Konzentrationen fiir GA und 3-OHGA, mit zusatzlicher
Erhéhung von Ammonium, morphologischen Veranderungen der Zellaggregate sowie eine
Reduktion von Chemokinen nachweisen, was als moglicher Beitrag flr den
Neuronenschaden von GA1l-Patienten gewertet wurde (Cudré-Cung et al., 2019).
Schmiesing, et al. konnten durch Protein-Glutarylisierung — einer posttranslationalen, nicht
enzymatischen Proteinmodifikation beim Vorliegen eines Uberschusses an Glutaryl-CoA (Tan
et al., 2014) - eine Reduktion der Enzymaktivitat, der Protein-Protein-Interaktion und der
Stabilitdt von mitochondrialen Enzymen im Mausmodell nachweisen (Schmiesing et al.,
2018). Dies fuigt sich gut in die Hypothese der gestorten Interaktionen des GCDH-Proteins
mit anderen  mitochondrialen  Matrixproteinen wie der Dihydrolipoamid-S-

54



Succinyltransferase (DLST) und der Beta-Untereinheit des Elektron-Transfer-Flavoproteins
(ETFB) ein (Schmiesing et al., 2014). Andere Mausmodelle konzentrierten sich auf die stroke-
like Symptomatik der Erkrankung aufgrund der striatalen Nekrose. Diese wurde durch eine
Applikation von 3-Nitropropionsdure (NPA) herbeigefiihrt, das zu einem abrupten
Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke, Endothel- und Astrozytenschwellung mit
Lumenverkleinerung und somit zu sekunddren Mikrothromben fiihrte. In der Folge
resultierte oxidatver Stress und eine lokal entzlindliche Reaktion, was zu einer Schadigung
des neuronalen Gewebes flihrte, wobei 3-OHGA als das relevante Zytotoxin angesehen
wurde. Die Schadigung schien nur flir maturierendes, neuronales Gewebe von
heranwachsenden Mausen moglich, wobei das Ausmall der striatalen Schadigung
demjenigen der GA1l weitgehend glich. Die Autoren betonten hierbei jedoch den
spekulativen Charakter dieses Ansatzes bei bisher unbekannten Wechselwirkungen, das
dieses in vivo Modell in sich tragt (Strauss et al., 2003a).

Dariber hinaus wurde Proteinfaltung und die Beeintrachtigung der Tertidrstruktur der GCDH
durch missense Mutationen eine Rolle in der Krankheitsentstehung der GA1 zugesprochen
(Keyser et al., 2008). Aktuell werden 235 pathogene Mutationen in der Leiden Open
Variation Database veroffentlicht und gelistet (letzter Zugriff am 29.06.2020). Die haufigsten
Varianten scheinen E365K, P248L, R402W und A421V zu sein, mit einer Pravalenz von 48 —
55 % in einer Kohorte von deutschen Neugeborenen, wobei E365K und P248L ausschlieBlich
bei Patienten mit tirkischem Migrationshintergrund, A421V nur bei Patienten mit
deutschem Hintergrund und R402W - die haufigste Mutation von Kaukasiern - in allen
ethnischen Gruppen zu finden war (Kolker et al., 2007). R402W geht zudem mit keiner
detektierbaren Restenzymaktivitat einher, weswegen diese Variante als eine der schwersten
Mutationen eingeordnet wurde (Christensen et al., 2004). Zu beachten ist jedoch, dass keine
Korrelation zwischen genetischem bzw. biochemischem Phanotyp mit dem klinischen
Phanotyp dargestellt werden konnte und die klinische Variabilitdit des Verlaufs
interindividuell - bei Vorliegen der gleichen Variante - deutlich erhoht ist (Kolker et al., 2007)
(Christensen et al., 2004), was eine Aussage (ber den Schweregrad einer Variante
problematisch erscheinen lasst. Auch compound heterozygote Varianten konnten fiir die
GCDH dargestellt werden, z. B. S139L und P248L, fiir die eine Restaktivitat von 20 % in vitro
sowie interessanterweise ein Ansprechen auf Riboflavin in vivo dargestellt werden konnte,
im Sinne einer Reduktion der Ausscheidung von GA und 3-OHGA (Chalmers et al., 2006).

Seit Einflihrung des flachendeckenden, erweiterten Neugeborenenscreenings in Deutschland
im Jahr 2005 konnten beziiglich natal nur schwer diagnostizierbarer Erkrankungen, wie der
GA1, welche unerkannt zu hoher Morbiditdt und Mortalitat fiihren, grofle Erfolge erzielt
werden. Das friihe Erkennen der Erkrankung, bei groBenteils unauffalligem klinischem
Phanotyp, ist kosteneffektiv (Pfeil et al.,, 2013) und ein schnellstmdéglicher Beginn der
Therapie verbessert das neurologische outcome erheblich (Boy et al., 2017). 80 —90 % der
Patienten mit GA1l bleiben asymptomatisch, falls die Behandlung in der
Neugeborenenperiode vor Symptombeginn initiiert wird (Viau et al., 2012; Couce et al.,
2013b; Afroze et al., 2014). Ein Therapiebeginn bei bereits eingetretenen neurologischen
Symptomen ist deutlich weniger effektiv und therapeutischer Erfolg ist limitiert (Bjugstad et
al., 2000; Kamate et al., 2012). Die Therapie gliedert sich in eine Erhaltungstherapie, eine
Notfalltherapie sowie die Therapie von bereits eingetretenen neurologischen Folgen und
Komplikationen (Boy et al., 2017). Bei Therapieadhdrenz entwickeln Patienten selten
Dystonien (5 %), wahrend Non-Adharenz in Bezug auf die Erhaltungstherapie die Rate auf 44
%, bei Non-Adharenz in Bezug auf die Notfalltherapie die Rate auf bis zu 100% steigen lasst
(Heringer et al., 2010). Hierbei ist die Effektivitdt der Therapie von der Bereitstellung von
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Informationen und Aufklarung fiir Eltern, Patienten und anderer Behandler abhangig (Boy et
al., 2017). Ziel der Erhaltungstherapie ist die Reduktion der Zufuhr an Lysin, das quantitativ
den relevantesten Aminosdurevorlaufer fir GA und 3-OHGA darstellt (Boy et al., 2017).
Dementsprechend besteht die Erhaltungstherapie aus einer lysinarmen Didt und der
Supplementierung von lysinfreien und tryptophanreduzierten Aminosdauremischungen, um
die Versorgung mit essentiellen Aminosduren und Spurenelementen zu gewahrleisten
(Heringer et al., 2010; Lee et al, 2013). Im Vergleich zu einer limitierten
Gesamtproteinzufuhr reduziert dieser Ansatz die Wahrscheinlichkeit einer tagliche
Langzeitvariabilitdt der Lysinzufuhr (Yannicelli et al., 1994). Von einer tryptophanfreien Diat
sollte abgesehen werden, da dauerhafter Tryptophanmangel zu schwerwiegenden
neurologischen Defiziten fihrt (Hoffmann et al., 1991). Darliber hinaus erfolgt eine
Supplementierung von L-Carnitin, das in Verbindung mit GA in das untoxische
Glutarylcarnitin umgewandelt und Gber die Niere ausgeschieden wird (Couce et al., 2013b).
Fiir andere neuroprotektive Medikamente oder eine zusatzliche Erganzung von Arginin, das
mit Lysin Uber die Aufnahme in den Korper (iber den CAT1 Transporter konkurriert und
somit potentiell eine Aufnahme von Lysin verhindern kénnte, besteht keine hinreichende
Evidenz (Boy et al., 2017). Die intensivierte Notfalltherapie wahrend kataboler Krisen wie
z.B. einer febrilen Infektion, einer febrilen Reaktion auf eine Impfung oder
perioperativen/periinterventionellen Perioden des Fastens (Heringer et al., 2010) folgt den
Grundsatzen der Therapie von Stoffwechselerkrankungen vom Intoxikationstyp (Dixon et al.,
1992) und sollte unverziiglich erfolgen. Zu diesen gehoren die Pravention oder die Behebung
einer katabolen Krise durch Hochdosis-Energiezufuhr sowie Insulin und Lipiden. Ein weiterer
Aspekt ist die Reduktion der Entstehung von GA und 3-OHGA durch eine transiente
Reduktion oder das Auslassen von natiirlichem Protein fir 24 Stunden. Zudem muss die
Forderung der physiologischen Detoxifizierung durch Zufuhr von L-Carnitin sowie ein
Ausgleich des Elektrolythaushalts und pH-Wertes Uber intravendse Flissigkeitsgabe erfolgen
(Boy et al., 2017). Ab dem Alter von 6 Jahren ist das Risiko fiir enzephalopathische Krisen
deutlich vermindert (Bjugstad et al., 2000). Dennoch kann die Moglichkeit von subklinischen
neuronalen Schaden nicht ausgeschlossen werden und die Schwelle fiir eine eventuelle
Notfalltherapie sollte in dieser Altersgruppe und danach niedrig sein (Heringer et al., 2010;
Boy et al., 2017). Bezliglich der Behandlung von neurologischen Komplikationen - primar im
Sinne von Dystonien — stehen vor allem Baclofen, Benzodiazepine, anticholinerge
Substanzen sowie Botulinumtoxin zur Verfligung, die der muskuldaren Spastik
entgegenwirken. Von einer Behandlung mit Vigabatrin oder Valproat (Kyllerman et al., 2004)
(auch in Bezug auf eventuelle epileptische Anfdlle) sollte aufgrund des unglinstigen,
unerwiinschten Arzneimittelnebenwirkungsprofils abgesehen werden (Boy et al., 2017).

Wie bereits erwdhnt bleibt ein hoher Anteil der betroffenen Patienten bei frihzeitiger
Detektion der Erkankung und Einleiten der therapeutischen Mallnahmen mit anschlieBend
guter Adhdrenz von einer enzephalopathischen Krise verschont. Allerdings tritt diese trotz
aller MaRnahmen bei circa 10 — 20 % der Patienten dennoch auf (Monavari et al., 2000;
Kolker et al., 2007; Viau et al., 2012), was die Frage nach alternativen Therapieansatzen
aufwirft sowie ein tieferes Verstandnis der Erkrankung mit sich daraus ableitenden kausalen
Therapiestrategien notwendig erscheinen lasst.

In Rahmen der vorliegenden Arbeit haben wir ein experimentelles Programm aufgebaut, das
die Untersuchung von prokaryotem und eukaryotem Protein sowie die GroBenausschluss-
chromatographie (SEC), differential scanning fluometry (DSF), Flavin Adenin Dinukleotid
(FAD) Fluoreszenz, right angle light scattering (RALS) und Blue-Native PAGE von durch
missense Mutationen induzierten GCDH-Varianten beinhaltet. Hierdurch erfolgte eine
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tiefgehende Charakterisierung in Bezug auf strukturelle und biophysikalische Eigenschaften,
um die Fragen zu beantworten, ob (i) Mutationen im GCDH-Gen Proteinfehlfaltung und
Proteininstabilitat induzieren, (ii) biochemische und biophysikalische Charakteristika der
Proteinvarianten einen Einfluss auf die Schwere der Erkrankung haben und, ob (iii) die
besagten Varianten durch das small molecule FAD stabilisierbar sind. Hinsichtlich der zu
untersuchenden vierzehn GCDH-Varianten entschieden wir uns auf der einen Seite fir
Varianten, die eine hohe Prozentzahl des Patientenkollektivs abdeckten, auf der anderen
Seite jedoch auch fir milder geltende Varianten, welche fir eine Behandlung mit
pharmakologischen Chaperonen in besonderer Weise geeignet sein kdnnten.

Die Anwendung einer Vielzahl sich erganzender Methoden filihrte zu der Erkenntnis, dass
alle von uns untersuchten missense-mutationsinduzierten Varianten der GCDH zu
Proteinfehlfaltung, veranderter Konformation und Proteinstabilitdat flahren. Daher
unterstiitzen unsere Ergebnisse die Hypothese, dass die GAl in die wachsende Klasse von
Proteinfaltungserkrankungen mit loss-of-function einzuordnen ist.

Um den maturen, funktionellen Zustand der Proteinvarianten zu erhalten, verwendeten wir
ein prokaryotes System. Hierdurch konnten wir Protein im nativen Grundzustand herstellen.
In Anbetracht der Tatsache, dass es sich bei Proteinfaltung und Proteinaggregation um
kompetitive Reaktionen handelt, kann eine erhohte konformelle Stabilitdt im Rahmen der
Proteinreifung durch Untersuchungen am nativen Grundzustand des Proteins erzielt werden
(Vabulas et al., 2010; Muntau et al., 2014; Macdonald et al., 2015). Das Augenmerk der
vorliegenden Arbeit lag hierbei auf dem Mechanismus des loss-of-protein. Hintergrund fir
die Funktionsfahigkeit des Proteins ist die Notwendigkeit dessen intakter dreidimensionaler
Struktur, welche Uber Proteinfaltung erreicht wird (Amm et al., 2014). Loss-of-protein kann
in diesem Sinne das Resultat mehrerer fehlerhaft ablaufender Schritte der Proteinreifung
sein. Beispielsweise kdnnen Mutationen der zugrundeliegenden DNA und somit eine
verdnderte Abfolge von Aminosduren des Peptids, freie Exposition hydrophober
Seitenketten wahrend des Faltungsvorgangs (was typischerweise durch Chaperone - die
Proteinfaltung unterstiitzende Enzyme - verhindert wird), Hitze, Sauerstoffradikale oder
Schwermetallionen zur Stérung von Faltungsvorgangen sowie zu Fehlfaltung von bereits
korrekt gefaltetem Protein fiihren (Hartl, 1996; Hartl et al., 2002; Jahn et al., 2005; Hartl et
al., 2009; Tyedmers et al., 2010). Fehlgefaltete Proteine neigen zur Aggregation und bilden
die Basis einer Reihe von Erkrankungen, wie z.B. Morbus Alzheimer oder der
Parkinsonerkrankung (Hartl et al., 2011), was die Bedeutung der Elimination dieser
Aggregate hervorhebt. Diese wird durch das Ubiquitin-Proteasomsystem sowie vakuolare,
lysosomale Proteolyse realisiert (Tyedmers et al., 2010) und wird als Degradation bezeichnet
(Hanna et al., 2019). Dieses Qualitatssicherungssystem gewahrleitet somit die Intaktheit
aller Proteine der Zelle (Proteostase) (Amm et al., 2014) und bildet in letzter Konsequenz
auch die Basis flir loss-of-protein.

Zur Darstellung dessen molekularer Mechanismen, verwendeten wir einen umfassenden
experimentellen Aufbau, um thermische Entfaltung und strukturelle Integritat zu
untersuchen. In unseren Experimenten konnten wir nach SEC und BN-PAGE des prokaryoten
rekombinanten  MBP-GCDH-Fusionsproteins ein  Equilibrium aus verschiedenen
Oligomerisierungszustanden aus Aggregaten, hohergradigen Oligomeren, Tetrameren,
Dimeren und Monomeren nachweisen. Das Vorliegen eines Equilibriums aus mehreren
Oligomerisierungszustanden ist bereits fiir andere Proteine, wie die Pyruvat Kinase Isoform
M2 (PKM2) (Masaki et al., 2020) oder das Transthyretin (TTR) (Zhou et al., 2019) beschrieben
worden. Auch fiir die GCDH konnte bereits das vorliegen eines Equilibriums aus mehreren
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Oligomerisierungszustanden dargestellt werden: Keyser et al. beschrieben 2008 im
eukaryoten System ein paralleles Vorliegen von Mono-, Di- und Tetrameren der GCDH.
Zusatzlich  konnten  unbekannte, heteromere GCDH-immunoreaktive Komplexe
nachgewiesen werden, fir die eine Bindung und Kommunikation mit anderen
mitochondrialen Matrixproteinen vermutet wurde. Unsere Daten aus dem prokaryoten
System sind hiermit gut in Einklang zu bringen. Auch wir beobachteten das parallele
Vorliegen unterschiedlicher Oligomerisierungszustande im Sinne eines Equilibriums der
GCDH und von GCDH-immunoreaktiven Komplexen, obwohl in unserer Studie ein hoherer
Anteil an Monomeren zu beobachten war, was auf methodische Limitierungen
zuriickzufiihren sein kénnte.

Fiir die N-terminale Alpha-Doméane konnten wir einen unterschiedlichen Einfluss auf die
Quartarstruktur mit einer jeweils unterschiedlichen pradominierenden Fraktion von
Tetrameren, Dimeren und Monomeren - je nach Variante - beobachten. Bezlglich der
Proteinmenge zeigte sich jedoch mit Ausnahme der Variante F71S eine mit dem Wildtyp
vergleichbare Proteinmenge.

Ein anderes Bild ergab sich fir die Beta-Faltblatt Domane: die Varianten G178R, E181K
zeigten ein ausgepragtes Aggregations- und Degradationsverhalten; fiir die Variante R227P
ergaben sich deutliche Expressionsprobleme, weswegen fiir all diese Varianten keine
weiteren Untersuchungen mit aufgereinigtem prokaryotischem Protein erfolgen konnten.
Die Variante M263V bildete hier mit einer dominierenden Fraktion von Tetrameren eine
Ausnahme. Dies deutet darauf hin, dass Varianten der Beta-Faltblatt Region zu besonders
ausgepragter  struktureller  Unordnung und niedriger Proteinmenge fiihren.
Interessanterweise sind auch bei dem strukturell sehr dhnlichen MCAD-Protein besonders
die in der Beta-Faltblatt Domane liegenden Varianten von starker Fehlfaltung betroffen (Jank
et al., 2014). Fur die C-terminale Alpha-Domaéne ergab sich erneut ein eher inhomogenes
Bild von starkem Aggregations- und Degradationsverhalten, liber eine pradominierende
Dimerenfraktion, bis hin zu einer vornehmlichen Tetramerfraktion. Besonders zu betonen ist
hier die Variante R402W, der als haufigster Variante im allgemeinen Patientenkollektiv
(Goodman et al., 1998; Busquets et al., 2000b) herausragende Bedeutung zukommt. Fir
diese konnte ein ausgepragtes Aggegations- und Degradationsverhalten nachgewiesen
werden, das gut mit der von Biery et al. fiir diese Variante beschriebenen fehlenden
Restaktivitat in Einklang zu bringen ist (Biery et al., 1996). Fiir die Gruppe der Varianten mit
einer niedrigen, jedoch fiir weitere Untersuchungen ausreichenden Proteinausbeute (R88C,
A421V, A433E, A433V) zeigte sich in der BN-PAGE dennoch eine - wenngleich geringe -
Fraktion an Tetrameren, was auf eine gewisse teilweise Wiederherstellung der
Quartarstruktur hinweisen kdnnte.

Zusammenfassend ladsst sich bezliglich des Einflusses von missense-mutationsinduzierten
Varianten der GCDH auf die strukturelle Ordnung und die Proteinmenge im prokaryotischen
System festhalten, dass sich in unserer Arbeit vor allem eine Reduktion der
Tetramerenfraktion und eine niedrige Proteinmenge durch Mutationen in der Beta-Faltblatt
Domane, bzw. in der C-terminalen Alpha-Domane beobachten lieR, was die Einordnung der
GA1l in die Klasse der Proteinfaltungserkrankungen erlaubt.

Mittels DSF konnten umfangreiche Untersuchungen beziiglich der thermischen Entfaltung
fir die Varianten durchgefiihrt werden, fir die sich eine ausreichende Proteinmenge aus
dem prokaryoten System aufreinigen lieB. Fir alle Varianten konnte bereits im
Grundzustand (d.h. bei 25°C) eine hohere Entfaltungsrate im Vergleich zum Wildtyp
nachgewiesen werden. AusschlieRlich fir die Variante R88C konnte eine thermische
Entfaltung im Verlauf vergleichbar mit der des Wildtyps gezeigt werden. Alle anderen
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Varianten wiesen Tn-Werte bei niedrigeren Temperaturen als der Wildtyp auf, was eine
niedrigere thermische Stabilitdt der Varianten im Vergleich zum Wildtyp bedeutet. Dies ist
vor dem Hintergrund einer katabolen Krise im Rahmen einer unspezifischen
Infektionserkrankung mit Fieberschiibben von besonderer klinischer Relevanz, da
dementsprechend die vorliegenden GCDH-Varianten bei hoheren Temperaturen im Korper
von Patienten zu grolRerer Instabilitat neigen. Somit kann das Enzym nicht mehr seiner
Funktion nachkommen, Glutaryl-CoA zu Crotonyl-CoA oxidativ zu decarboxylieren. Eine
Akkumulation von Glutaryl-CoA ware somit die Folge, was wiederum durch enzymatische
Hydrolyse des CoA-Anteils zu GA umgewandelt wird (Hyman et al., 1984) und somit zur
Pathogenese der GA1 beitragen kdnnte.

Hinsichtlich der strukturellen Integritat und Proteinmenge zeigte sich im eukaryoten System
ein erganzendes Bild. In eukaryoten Expressionstests wiesen die Varianten F71S, E181K,
A293T, R402W und A421V das geringste Expressionsniveau in der [6slichen Phase und damit
die geringste funktionelle Proteinmenge auf. In Anbetracht zahlreicher anderer V5-positiver
Banden fir alle Varianten - vor allem in der Pelletfraktion - wird hier ein hoher Anteil an
Aggregation/Degradation vermutet. Keyser et al. beschrieben dariber hinaus bereits
eukaryotische Fraktionen von GCDH-Precursor-Protein, das in unserer Arbeit reproduziert
werden konnte (Keyser et al., 2008). Bezliglich des Oligomerisierungsverhaltens im
eukaryoten System zeigten sich die einzelnen Varianten weitgehend vergleichbar mit jenen
im prokaryoten System. Allerdings kam es fiir die Varianten F71S, G178R, R227P, A421V,
A433E, A433V zu einer Verschiebung des Gleichgewichts in Richtung der Tetramere. Zu
bemerken ist hier jedoch die davor gezeigte geringe Proteinmenge fiir F71S und A421V.
Zurlickzufiihren sein konnte dies auf ein ,rescue-System” - z.B. unter Zuhilfenahme
intrinsischer Chaperone - der eukaryoten Zelle im Vergleich zur prokaryoten Zelle. Zu
beobachten war in diesem Kontext dariber hinaus die Bildung von hdhergradigen
Oligomeren im eukaryoten System mittels BN-PAGE, was gut vereinbar mit bereits
publizierten Studien ist, in welchen dies auch beobachtet wurde (Keyser et al., 2008) und
was auch auf die Bindung von GCDH-Faltungsvorstufen an ein ,rescue-System” hinweisen
konnte. Diesbezlglich werden jedoch weitere Studien benétigt. Zusammenfassend konnten
wir auch im eukaryoten System einen bedeutenden Einfluss von missense Mutationen auf
die strukturelle Integritdt sowie auf die Proteinmenge nachweisen. Hierdurch wird die
Hypothese, dass es sich auch bei der GA1 um eine Proteinfaltungserkrankung handelt,
weiter erhartet.

Die Enzymaktivitat des GCDH-Proteins ist eine wichtige Determinante des Schweregrades
der Erkrankung beim Patienten. In dieser Hinsicht konnte bereits im eukaryoten System fiir
die Variante R402W eine erhdhte intramitochondriale Degradation dargestellt werden, die
in eine herabgesetzte Restaktivitdit mindet (Keyser et al., 2008) was die Bedeutung der
Korrelation von Proteinstabilitdt und Enzymaktivitat verdeutlicht. Zudem ist die Korrelation
zwischen Genotyp und Restaktivtdat der GCDH mehrfach beschrieben worden (Goodman et
al.,, 1998; Busquets et al.,, 2000a; Zschocke et al., 2000). Wir haben versucht, einen
Enzymaktivitdtsessay zu etablieren. Dies ist aufgrund der zeitlichen Begrenzung des F6Fole
Projektes und aufgrund der im Verlauf festgestellten fehlenden Ubertragbarkeit des MCAD-
Aktivitatsassays auf das GHCDH-Enzym leider nicht gelungen. Grund hierflir waren uns
unbekannte methodische Limitationen. Daher haben wir Enzymaktivitatsdaten zu wichtigen
Mutationen und Genotypen aus der Literatur herangezogen.

In der N-terminalen Alpha-Domaéne zeigten alle Varianten — vor allem die Variante F71S —
starke Anzeichen fiir Proteinfehlfaltung und Fehlfunktion mit einer deutlich erhdhten
Fluoreszenz im Grundzustand und Proteinentfaltung bei geringeren Temperaturen als der

59



Wildtyp. Publiziert sind beziiglich F71S keine klinischen Daten zur Korrelation von Genotyp
und Phanotyp. Die Varianten R88C und R138G zeigten jedoch eine Restaktivitdt von 0 % in
der Publikation von Christensen et al. und von 0,5 % in der Studie von Busquets et al.
(Busquets et al., 2000b; Christensen et al., 2004) im Vergleich zum Wildtyp. R88C wies in
unseren Experimenten eine deutlich geringere Tetramerfraktion mit Betonung der
Dimerfraktion sowie einen erhohten Aggregatanteil in der BN PAGE im eukaryoten System
auf, was gut mit den Daten zur Restaktivitdt vereinbar ist. Einschrankend ist die dem Wildtyp
dhnliche thermische Entfaltung dieser Variante zu erwahnen. Fiir R138G konnten wir einen
primadr tetrameren Oligomerisierungszustand im pro- und eukaryoten System sowie eine mit
dem Wildtyp vergleichbare Expression im eukaryoten System, bei jedoch starkerer
Entfaltung im Grundzustand und einer reduzierten thermischen Stabilitdt nachweisen, was
bedingt die vergleichsweise geringe Restaktivitat dieser Variante erklaren kdnnte. Bezliglich
der Beta-Faltblatt Domadne konnte fir die Variante G178R keine Restaktivitat ermittelt
werden. Fir die Variante E181K wurde eine Restaktivitat von 0% vom Wildtyp
vorbeschrieben (Christensen et al., 2004), was durch fast vollstdndige Aggregation von
rekombinantem, prokaryotem Protein und kaum nachweisbarem, loslichem, eukaryotem
Protein gut erklarbar ist. Fiir die Variante R227P ist eine Restaktivitat von 5% beschrieben
worden (Ribeiro et al., 2020). Fir diese Variante traten erhebliche Expressionsprobleme im
prokaryoten System auf, die eine Aufreinigung von rekombinantem Protein der Variante
unmoglich machten. Im eukaryoten System wies sie vornehmlich Tetramere auf, allerdings
mit deutlich reduzierter Proteinmenge im Vergleich zum Wildtyp, was somit eine Erklarung
fir die geringe, vorbeschriebene Restaktivitdt sein konnte. Die Variante A293T wurde mit
einer GCDH-Aktivitat unter 10 % und einem schweren klinischen Phanotyp assoziiert (van
der Watt et al., 2010). In unseren Experimenten konnte diese Variante im prokaryoten
System ausschlieRlich unter der Hinzugabe von Glycerin aufgereinigt werden, mit dann
jedoch ausgepragterer Tetramerfraktion als der Wildtyp. Zudem wies sie eine hdhere
thermische Entfaltung in den DSF-Messungen sowie eine geringere Tetramerfraktion als der
Wildtyp im eukaryoten System auf. Dies ist gut mit der vorbeschriebenen moderaten
Restaktivitat vereinbar. Im Gegensatz hierzu schien die Variante M263V — die wie oben
beschrieben auch in der Beta-Faltblatt Domadne lokalisiert ist — die stabilste Variante in
unseren Experimenten zu sein, mit adhnlichen biochemischen Charakteristika wie der
Wildtyp. Diese Daten korrelieren gut mit den publizierten Daten von Christensen et al., mit
einer Enzymrestaktivitait von 30 % des Wildtyps, weswegen diese Variante als milde
Mutation eingestuft wurde (Christensen et al., 2004). Allerdings wurden auch schwere
klinische Phanotypen bei Tragern dieser Mutation beobachtet. Die Varianten der C-
terminalen Alpha-Domane wiesen im Vergleich zum Wildtyp eine beschleunigte thermische
Entfaltung und beeintrachtigte Oligomerisierung auf. Dennoch waren diese Veranderungen
weniger stark ausgepragt als die der anderen Domanen. Fir die Variante V400M konnte eine
vergleichsweise hohe Restaktivitat von circa 76%, bei teils jedoch schwerem klinischem
Verlauf beobachtet werden (Ribeiro et al., 2020). V400M zeigte in unseren Experimenten im
pro- und eukaryoten System hauptsachlich Tetramere, was gut mit den Daten bezlglich der
Restaktivitat in Einklang zu bringen ist, bei gleichzeitig jedoch auch starkerer Entfaltung im
Grundzustand und einer reduzierten thermalen Stabilitat. Fir die Variante R402W - die die
haufigste Variante darstellt — wurden fehlende Restaktivitdt von 0 % und ein schwerer
klinischer Phanotyp nachgewiesen (Busquets et al., 2000a; Christensen et al., 2004). Dies
erscheint vor dem Hintergrund eines von uns beobachteten vornehmlichen Vorliegens von
Aggregaten im prokaryoten System (weswegen keine Untersuchung zur thermischen
Entfaltung erfolgen konnte) und deutlich reduzierter |6slicher Fraktion im eukaryoten
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Expressionstest gut nachvollziehbar. Fiir die Variante E414K konnten Keyser et al. eine nur
geringe Restaktivitdt von 1,7 % detektieren (Keyser et al., 2008). Wir konnten bei E414K
prokaryot einen hohen Dimeranteil mit Aggregaten beobachten, was den Befund der
Restaktivtat stlitzt. Zudem bestanden eine beschleunigte thermische Entfaltung und eine
erhohte Entfaltung im Grundzustand. Im eukaryoten System waren jedoch hauptsachlich
Tetramere und Aggregate zu beobachten, was der vorbeschriebenen Restaktivitdt eher
widerspricht. Fir A421V wurde eine Restaktivitat von 40% des Wildtyps bei Expression aus E.
coli vorbeschrieben (Biery et al., 1996). Diese Variante konnte von uns prokaryot vor allem
als Dimer mit einem hohen Aggregatanteil gereinigt werden und wies eine vermehrte
Entfaltung im Grundzustand sowie verringerte thermale Stabilitdit auf. Im eukaryoten
Expressionstest zeigte sich kaum l6sliches Protein. Dies ist nicht ohne Weiteres mit der
vorbeschriebenen Restaktivitat in Einklang zu bringen. Fir die Varianten A433E und A433V
liegen uns ausschlielRlich Daten zur Restaktivitat nach Expression aus E. coli vor, wobei diese
als spezifische Aktivitdt aus crude extract von E. coli ausgedriickt wurden. Fir den Wildtyp
betrugen diese 1,74 + 0,65 mU/mg sowie fiir die Variante A433E unter 0,01 mU/mg sowie
fur A433V 0,97 + 0,45 mU/mg (Westover et al., 2003). A433E wies in unseren Experimenten
im prokaryoten System hauptsachlich Aggregate, Dimere und Monomere sowie eine héhere
Entfaltung im Grundzustand und geringere thermische Stabilitat auf. Im eukaryoten System
zeigte sich ein vergleichbares Expressionsniveau mit dem Wildtyp sowie hinsichtlich der
Oligomerisierung aus Zellkultur vornehmlich Aggregate, Tetramere, Dimere und Monomere,
was teilweise die fehlende Restaktivitat erklart. A433V konnte ausschlieRlich unter
Hinzugabe von Glycerin im prokaryoten System gereinigt werden und lag anschlieBend
primdr in Aggregatform sowie einem etwa gleichen Anteil an Tetrameren und Dimeren vor,
bei jedoch deutlich geringerer Tetramerfraktion, als der Wildtyp. Die thermale Entfaltung im
Vergleich zum Wildtyp war deutlich erhéht. Im eukaryoten System zeigte sich im Vergleich
zum Wildtyp oder A433E deutlich weniger |6sliches Protein, das jedoch vornehmlich als
Tetramer und Dimer vorlag. Unsere Befunde koénnen somit nur teilweise die
vorbeschriebene Restaktivitdit und den deutlichen Unterschied zwischen beiden Varianten
erklaren. Zusammenfassend zeigt sich deutlich, dass Genotyp und Phanotyp nicht klar und
eindeutig korrelieren und somit kein Riickschluss vom Vorliegen einer bestimmten Mutation
auf die Restaktivitat oder den Verlauf der GA1 gezogen werden kann.

Proteinfehlfaltung mit loss-of-function ist ein haufiges Phdnomen, das mit missense
Mutationen im Rahmen vieler genetischer Erkrankungen zu beobachten ist. Wahrend der
letzten Jahre wurde dieser molekulare Phanotyp als Basis vieler angeborener
Stoffwechselerkrankungen entdeckt, z. B. fur die Phenylketonurie (Waters et al., 1998;
Gersting et al., 2008) und den MCADD (Jank et al., 2014). Fir die Phenylketonurie konnte in
diesem Kontext fir Varianten mit missense Mutationen eine Beeintrachtigung von
Enzymkinetik, Stabilitdt und Konformation nachgewiesen werden. Diese dulRerte sich lUber
eine reduzierte proteolytische Stabilitdt, eine Veranderung im Tetrameraufbau oder
Aggregation, erhohte Hydrophobizitat und beschleunigte thermische Entfaltung (Gersting et
al., 2008). Auch fiir den MCADD konnte dies dargestellt werden: Proteinfehlfaltung duerte
sich flr missense-mutationsgenerierte Varianten lber beschleunigte thermische Entfaltung,
verringerte proteolytische Stabilitdt, beschleunigte thermische Inaktivierung, reduzierte
Restaktivitdt oder reduzierte Substrataffinitat (Maier et al., 2009). Das Verstdandnis fir diese
zugrundeliegende Pathophysiologie ebnete den Weg fiir die Entwicklung von Therapien mit
small molecules. Diese zielen auf eine Korrektur des fehlgefaltenen Proteins und eine
Stabilisierung und Erh6hung der effektiven intrazellularen Proteinkonzentration ab, die
durch die Mutation und die daraus resultierende Konformationsanderung, Destabilisierung
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und friihzeitige Degradation reduziert ist. Z.B. konnte fiir die Phenylketonurie die
Behandlung mit BHs als Routinetherapie etabliert werden, wobei zwischen BHas-responsiven
und nicht-BHs-responsiven Varianten unterschieden werden muss (Muntau et al., 2002; Pey
et al., 2004; Levy et al., 2007; Gersting et al., 2008; Zlirflih et al., 2008; Belanger-Quintana et
al., 2011; Staudigl et al., 2011; Quirk et al., 2012; Utz et al., 2012; Aldamiz-Echevarria et al.,
2013; Couce et al., 2013a; Aldamiz-Echevarria et al., 2015; Scala et al., 2015; Tao et al., 2015;
Trefz et al., 2015; Muntau et al., 2017; van Wegberg et al., 2017; Muntau et al., 2019). Die
thermische Entfaltung war ein Indikator dafiir, dass eine partielle Riickfaltung moglich ist.
Deswegen wurden unter Beobachtung der thermischen Proteinentfaltung - d.h. mittels DSF
Messungen - breite Screenings durchgefiihrt, um mogliche Kandidatenmolekiile zu
identifizieren (Niesen et al., 2007).

Zur Uberpriifung der Hypothese, ob auch das GCDH-Protein durch Bindung
pharmakologischer Dosen eines small molecule stabilisiert werden kann, erfolgten in der
vorliegenden Arbeit DSF Messungen unter Zugabe von FAD. Im Anschluss erfolgte der
Vergleich mit den entsprechenden Enzymen ohne Cofaktor. Hierbei konnten wir zeigen, dass
FAD grundsatzlich, durch die Verschiebung der entsprechenden Tm-Werte zu hoheren
Temperaturen, auf alle Varianten einen stabilisierenden Einfluss hat. Zu unterscheiden
waren in diesem Kontext jedoch mehrere Phasen der Entfaltung, wodurch sich aufgrund von
Uberlagerung verschiedene Entfaltungsiiberginge ergaben. Diesbeziiglich zeigte sich eine
Stabilisierung verschiedener Uberginge durch FAD, was auf einen separaten Einfluss von
FAD auf die verschiedenen Untereinheiten spricht. FAD hatte einen unterschiedlichen
Einfluss auf die entsprechenden Doméanen — je nach Variante — was sich im Verschwinden
einzelner Ubergénge oder in der Stabilisierung nur eines Uberganges zeigte. Dies wird durch
die Beobachtung gestuitzt, dass sich auch fir die Fluoreszenz im Grundzustand bei niedrigen
Temperaturen ein hochgradig unterschiedliches Ansprechen der einzelnen Varianten zeigte.
Fiir die Varianten R88C, R138G, M263V und A421V war eine Verringerung der Fluoreszenz
im Grundzustand nach Zugabe von FAD zu beobachten. Fiir die anderen Varianten zeigte
sich eine vergleichbare, oder - wie bei F71S - sogar erhohte Fluoreszenz im Grundzustand.
Dies spricht fiir die Bindung von FAD durch die erstgenannten Varianten. Es erscheint hier
moglich, dass einige Varianten FAD verstirkt binden, andere nur einen FAD-Uberschuss,
wieder andere jedoch - wie in den Vorexperimenten gezeigt — in zu stark aggregierter Form
vorliegen, um FAD binden zu kénnen. Dies kénnte auf das Vorliegen von nur bestimmten
FAD-sensitiven  Varianten  hinweisen. AuBerdem erscheint perspektivisch ein
mutationsspezifisches Vorgehen hinsichtlich eventueller alternativer stabilisierender small
molecules vor dem Hintergrund eines unterschiedlichen Einflusses auf unterschiedliche
fehlgefaltete Domadnen des GCDH-Proteins sinnvoll. Dies muss jedoch durch weiterfiihrende
Studien untersucht werden, um ein tiefergehendes Verstandnis der einzelnen
Entfaltungsphasen des Proteins zu erreichen.

Zusammenfassend handelt es sich bei der GA1 um eine schwere, verheerende Erkrankung.
Fir Patienten und Familienangehorige ist die Erkrankung in der klinischen Praxis extrem
belastend und mit haufiger Hospitalisierung verbunden. Bisherige TherapiemaBnahmen sind
unspezifisch und symptomatisch. Zudem besteht trotz differenzierter Therapiestrategien ein
Restrisiko fir enzephalopathische Krisen mit anschlieBender kaum reversibler, primar
dystonischer Bewegungsstorung von 10 — 20 % (Viau et al., 2012; Couce et al., 2013b; Afroze
et al., 2014). Kausale Therapiestrategien fehlen zum aktuellen Zeitpunkt. In der vorliegenden
Arbeit erfolgte die Aufklarung des molekularen Phanotyps der Erkrankung. Dariliber hinaus
haben wir zeigen kdnnen, dass pharmakologische Dosen der natirlichen Substanz FAD den
molekularen Phanotyp einiger missense-induzierter Varianten korrigieren kénnen. Damit
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konnten wir erstmalig experimentelle Evidenz fiir eine gezielte pharmakologische Korrektur
der GA1l generieren. Die weitere pharmazeutische Entwicklung dieses Ansatzes wird
hoffentlich in Zukunft zu einer praventiven Therapie fir Kinder mit GA1 flhren, die das
Restrisiko flir das Auftreten einer enzephalopathischen Krise mit schwerstem
neurologischem Residualsyndrom weiter senkt.
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6. Zusammenfassung

Der Glutaryl-CoA-Dehydrogenasemangel fuhrt zur neurometabolischen Erkrankung GA1,
einer Erkrankung mit schwerer, nicht reversibler dystonisch-dyskinetischer bis
choreathetotischer Bewegungsstorung, wobei die neurokognitiven Fahigkeiten der
Patienten weitgehend bestehen bleiben. Die aktuellen etablierten Therapien bestehen aus
einer lysinfreien Diat, sowie aus intensivmedizinischer Betreuung mit Glucoseinfusionen und
Supplementierung von L-Carnitin wahrend kataboler Krisen. Trotz der Durchfiihrung
praventiver Therapiemallnahmen erleidet eine signifikante Anzahl von Patienten eine
enzephalopathische Krise mit Verlust samtlicher motorischer Fahigkeiten. Ein tieferes
Verstandnis der Pathophysiologie der Erkrankung und insbesondere der intrazelluldaren
molekularen Mechanismen auf Proteinebene ist die Voraussetzung fiir die Entwicklung
kausaler Therapiestrategien.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Beantwortung der Fragen ob (i) Mutationen im GCDH-
Gen Proteinfehlfaltung und Proteininstabilitdt induzieren, (ii) biochemische und
biophysikalische Charakteristika der Proteinvarianten einen Einfluss auf die Schwere der
Erkrankung haben und, ob (iii) GCDH-Varianten durch das small molecule FAD stabilisierbar
sind.

Zur Beantwortung dieser Fragen nutzten wir ein high-throughput Verfahren, das sowohl ein
breites Spektrum an Methoden als auch einen Ansatz im prokaryoten und eukaryoten
System beinhaltete. Hiermit konnten wir nachweisen, dass Mutationen im GCDH-Gen die
Proteinfaltung und Proteinstabilitdit je nach Lokalisation in der Quartarstruktur
beeintrachtigen. Hiermit ist die GA1 in die Klasse der Proteinfaltungserkrankungen mit /oss-
of-function einzuordnen. Eine klare Korrelation von Genotyp zu klinischem Phanotyp
konnten wir nicht nachweisen. Hierfir bedarf es weiterer Studien, die auch die
Enzymrestaktivitat beinhalten.

Wir haben gezeigt, dass pharmakologische Dosen des small molecule FAD zu einer
Stabilisierung des varianten GCDH-Proteins flihren, wobei wir FAD-sensitive und nicht-
sensitive Varianten identifiziert haben.

Die zentralen Ergebnisse dieser Arbeit sind daher (i) die GA1 ist eine Proteinfaltungs-
erkrankung mit loss-of-function. (ii) Die Proteinfehlfaltung ist pharmakologisch korrigierbar
und stellt damit die experimentelle Grundlage fir die pharmazeutische Entwicklung eines
orphan drugs fir Kinder mit GA1 dar.
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