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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Succinat-Semialdehyd-Dehydrogenase-Mangel

Der Succinat-Semialdehyd-Dehydrogenase-Mangel (kurz: SSADH-Mangel; Syno-
nyme: 4-Hydroxybutyrazidurie, Bernsteinsaure-Semialdehyd-Dehydrogenase-Mangel,
y-Hydroxybutyrazidurie) ist eine autosomal rezessiv vererbte Stérung des Abbaus von
y-Aminobuttersdure (GABA; Ubersicht in DidiaSova et al., 2020). Der erste Fall von ei-
nem SSADH-Mangel wurde im Jahr 1981 festgestellt, als bei einem geistig und korper-
lich zurtickgebliebenen Patienten mit neurologischen Auffalligkeiten y-Hydroxybutter-
saure (GHB) und Succinat-Semialdehyd (SSA) im Urin nachgewiesen wurden (Jakobs
et al., 1981). Seitdem wurde diese Stoffwechselstérung weltweit bei circa 450 Personen
diagnostiziert (DidiaSova et al., 2020). Die genaue Inzidenz ist unbekannt, wird aber auf
1:108 geschatzt (Malaspina et al., 2016). Zwei Jahre nach der Erstbeschreibung wurde
die mangelnde Aktivitat der Succinat-Semialdehyd-Dehydrogenase (SSADH) als Ursa-
che identifiziert (Gibson et al., 1983). Chambliss et al. entdeckten im Jahr 1998 flr
SSADH-Mangel verantwortliche Mutationen im ALDH5A 7-Gen (Chambliss et al., 1998).

Das klinische Erscheinungsbild des SSADH-Mangels ist unspezifisch. Es umfasst eine
verzogerte intellektuelle, motorische, sprachliche und geistige Entwicklung. Viele er-
krankte Personen weisen Hypotonie, Ataxie sowie Verhaltensprobleme auf (Gibson et
al., 1997; Jakobs et al., 1981; 1993; Pearl et al., 2003a). Krampfanfalle treten bei etwa
der Halfte der von SSADH-Mangel Betroffenen auf, darunter tonisch-klonische, Ab-
sence- und myoklonische Anfalle, einschlieRlich des Status epilepticus (Gibson et al.,
1997; Pearl et al., 2003a). Aullerdem besteht das Risiko eines pldtzlichen unerklarlichen
Todes bei Epilepsie (SUDEP; Knerr et al., 2010; Lapalme-Remis et al., 2015; Lee et al.,
2022). Betroffene kdnnen auch unter Hyporeflexie, Halluzinationen oder autistischen so-
wie aggressiven Verhaltensweisen leiden (Gibson et al., 1997; Pearl et al., 2003b). Die
Augen kbénnen unter anderem durch Strabismus, Nystagmus und Retinitis betroffen sein.
Es besteht eine Neigung zur Frihgeburt. AuRerdem wurden bei Neugeborenen Lethar-
gie, vermindertes Saugen, Atembeschwerden und Hypoglykdmie beschrieben (Gibson
et al., 1997; Pearl et al., 2003a).

Man kann zwei Gruppen von an SSADH-Mangel erkrankten Personen anhand des
Verlaufs der Frihentwicklung unterscheiden. Die eine Gruppe durchlauft eine normale
Fruhentwicklung, wahrend in der anderen Gruppe Entwicklungsprobleme im Sauglings-

bzw. Kindesalter auftreten (Gibson et al., 1997). Die Inzidenz und der Schweregrad der
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Krampfanfalle und der psychiatrischen Symptome kénnen im Jugend- und Erwachse-
nenalter zunehmen (Lapalme-Remis et al., 2015; Pearl et al., 2021). Aul3erdem kdnnen
sich die Symptome im Rahmen von Infekten verschlechtern (Zeiger et al., 2016). Um
den Krankheitsverlauf sowie das gesamte Krankheitsbild des SSADH-Mangels besser
zu verstehen, wurde im Jahr 2019 die ,SSADH Natural History Study“ initiiert. Diese
Studie ist noch nicht abgeschlossen. Erste Ergebnisse wurden aber bereits zur Halbzeit
der Studie veroffentlicht (Pearl et al., 2021).

Das Fehlen eines eindeutigen Phanotyps sowie die grof3e Variabilitdt der klinischen
Symptomatik verdeutlichen die Schwierigkeit der Diagnosestellung. Selbst unter Ge-
schwistern zeigt sich das Krankheitsbild nicht einheitlich. Deshalb wird SSADH-Mangel
haufig nicht oder falsch diagnostiziert. Das Alter bei der Diagnosestellung reicht von pra-
natal bis zum 25. Lebensjahr. In etwa 40% der Falle sind Kinder von blutsverwandten
Eltern betroffen (Gibson et al., 1997; Pearl et al., 2003a).

Bei dem klinischen Verdacht eines SSADH-Mangels ist der wichtigste laborchemische
diagnostische Hinweis der Nachweis erhohter GHB im Urin. Die GHB-Konzentration
kann auch im Plasma und Liquor erhdht sein (Gibson et al., 1997; Jakobs et al., 1981;
1993). Zur Bestatigung der Diagnose kann die SSADH-Aktivitat in den Lymphozyten,
Lymphoblasten oder Fibroblasten der Betroffenen gemessen werden (Gibson et al.,
1991; 1994; 1997; Pearl et al., 2003a). Alternativ sichert der molekulargenetische Nach-
weis einer Mutation im ALDH5A 1-Gen die Diagnose (Aoshima et al., 2002). Eine prana-
tale Diagnose des SSADH-Mangel ist moglich. Bei betroffenen Schwangerschaften ist
die GHB-Konzentration im Fruchtwasser erhoht und die SSADH-Aktivitat fehlt in kulti-
vierten Amniozyten und biopsierten Chorionzotten (Chambliss et al., 1993; Gibson et al.,
1994). Neuere Studienergebnisse zeigen, dass ein SSADH-Mangel durch die Messung
der GHB-Konzentration in getrockneten Bluttropfen von Neugeborenen festgestellt wer-
den kann (Brown et al., 2019). Gegebenenfalls konnte mit dieser Methode ein Neugebo-
renen-Screening fir SSADH-Mangel etabliert und die Diagnoserate verbessert werden
(DidiaSova et al., 2020; Forni et al., 2013; Pearl et al., 2021).

In der Elektroenzephalographie kdnnen eine Hintergrundverlangsamung sowie gene-
ralisierte und fokale epileptiforme Entladungen auftreten. Auffalligkeiten in der kranialen
Magnetresonanztomographie sind bilateral symmetrisch erhéhte T2-gewichtete Signale
im Globus pallidus, in den subthalamischen Kernen, in den zerebellaren Nuclei dentati,
in der subkortikalen weil3en Substanz und im Hirnstamm. Eine zerebrale und zerebellare
Atrophie kann ebenfalls auftreten (Afacan et al., 2021; Lapalme-Remis et al., 2015; Par-
viz et al., 2014; Pearl et al., 2003a).
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Bis heute ist keine kurative Therapie fur den SSADH-Mangel bekannt. Deshalb steht
derzeit die Behandlung der am starksten behindernden Symptome im Vordergrund.
Dazu zahlen die Krampfanfalle und neurologischen Verhaltensstorungen, insbesondere
die Zwangs- und Angststérungen (Didiasova et al., 2020; Gropman, 2003; Lee et al.,
2022; Parviz et al., 2014; Schreiber et al., 2021; Vanadia et al., 2013; Vogel et al., 2013).
Als Therapie gegen Unaufmerksamkeit, Aggressivitat und Angstzustande haben sich
verschiedene Psychopharmaka als wirksam erwiesen. Dazu gehdren Methylphenidat,
Risperidon, Fluoxetin, Thioridazin und Benzodiazepine (Gropman, 2003; Parviz et al.,
2014; Pearl et al., 2006). Nicht-pharmakologische Mallinahmen in der Behandlung des
SSADH-Mangels stellen die Physio-, Ergo- und Sprachtherapie dar, die den Erkrankten
helfen, z. B. Kraft und Feinmotorik sowie Kommunikationsmdglichkeiten zu erlangen und

zu erhalten (Parviz et al., 2014).

Zur Therapie der Krampfanfalle werden Antiepileptika wie die Natriumkanalblocker La-
motrigin und Carbamazepin verschrieben (Benke & Moéhler, 2018). Vigabatrin galt als
vielversprechender Therapieansatz, da es ein irreversibler Inhibitor der GABA-Transa-
minase ist und somit die Umwandlung von GABA in SSA bzw. GHB hemmt. Jedoch
wurde von einer mangelnden Wirksamkeit (Vogel et al., 2013), einer Verschlechterung
bestimmter Symptome wie der Krampfanfalle (Gropman, 2003; Matern et al., 1996) und
schweren Nebenwirkungen, wie irreversiblen Gesichtsfeldausfallen (Gropman, 2003),
berichtet. Valproinsaure (Synonyme: Natriumvalproat, Magnesiumvalproat, Valproat)
wird bei der Behandlung des SSADH-Mangels im Allgemeinen vermieden, da es die
Restaktivitdt des SSADH-Enzyms hemmen kann (Shinka et al., 2003). Vanadia et al.
berichteten jedoch Uber eine Patientin mit SSADH-Mangel, bei der mithilfe von Magne-
siumvalproat eine refraktare Epilepsie behandelt werden konnte (Vanadia et al., 2013).
Ein Jahr nach Therapiebeginn blieb die Betroffene anfallsfrei und zeigte deutliche Ver-

besserungen des Verhaltens und des EEGs (Vanadia et al., 2013).

Vorlaufige Tierversuche mit dem SSADH-Knock-Out-Modell zeigten positive Ergeb-
nisse bei einer Behandlung mit 3-Aminopropyl-n-butylphosphinsaure (SGS-742), einem
GABA-B-Rezeptor-Antagonisten (Helm et al., 2005). Jedoch konnten diese Ergebnisse
in einer klinischen Phase-II-Studie mit von SSADH-Mangel Betroffenen nicht bestatigt
werden. Die Daten sprechen derzeit nicht fur eine Anwendung von SGS-742 an von
SSADH-Mangel Betroffenen (Schreiber et al., 2021).

Weitere optionale Therapeutika, wie z. B. GHB-Rezeptorantagonisten (NCS-382) oder

mTOR-Inhibitoren (Rapamycin, Temsirolimus), werden unter anderem in der Arbeit von
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Vogel et al. beschrieben (Vogel et al., 2018a). Die Enzymersatz- und Gentherapie, phar-
makologische Chaperone sowie Read-Through-Medikamente sind Gegenstand der ak-
tuellen Forschung unserer Arbeitsgruppe (DidiaSova et al., 2020). Diese Therapieformen
werden in dem Review-Artikel von DidiaSova et al. detaillierter besprochen (Didiasova et
al., 2020). Fur tiefere Einblicke in die Therapieoptionen kénnen die beiden zuletzt ge-

nannten Arbeiten gelesen werden.

1.2 Pathophysiologie des SSADH-Mangels

Ein SSADH-Mangel fuhrt zu einer Stérung des Abbaus von GABA. Letzteres wurde im
Jahr 1950 von Roberts und Frankel entdeckt und spater als wichtigster inhibitorischer
Neurotransmitter im zentralen Nervensystem (ZNS) von Saugetieren identifiziert
(Krnjevi¢ & Schwartz, 1967; Roberts & Frankel, 1950). GABA entfaltet seine hemmende
Wirkung Uber ligandengesteuerte lonenkanale, die GABA-A-Rezeptoren (Olsen & Tobin,
1990), und metabotrope Rezeptoren, die GABA-B-Rezeptoren (Bowery & Smart, 2006;
Hill & Bowery, 1981). Uber die GABA-A-Rezeptoren wird dabei eine schnelle Neuro-
transmission vermittelt, im Gegensatz zu den langsameren GABA-B-Rezeptoren
(Bowery & Smart, 2006).

In Abbildung 1 wird der GABA-Stoffwechsel mit und ohne die SSADH dargestellt. Der
groRte Teil von GABA liegt in gebundenen Formen wie Homocarnosin vor (Tillakaratne
et al., 1995). Glutamin stellt die wichtigste Transportform fir Glutamat und GABA zwi-
schen den Neuronen und den sie umgebenden Astrozyten dar (K.-J. Kim et al., 2011).
Im sogenannten Glutamin-Glutamat-Shuttle wird GABA von den Gliazellen aufgenom-
men und durch die Glutamin-Synthetase in Glutamin umgewandelt. Glutamin wird zu
den Neuronen zurtickgefuhrt und dort durch die Glutaminase wieder in Glutamat umge-
baut. Dadurch wird der Kreislauf geschlossen und die Versorgung mit der GABA-Vor-
stufe bleibt erhalten (Parviz et al., 2014). In den Neuronen kann aus Glutamat in einer
von der Glutamat-Decarboxylase katalysierten Reaktion GABA gebildet werden. Nach
Freisetzung und Interaktion mit postsynaptischen Rezeptoren wird GABA in die prasy-
naptischen Neuronen resorbiert und entweder wiederverwendet oder abgebaut. Am
GABA-Abbau sind die Enzyme GABA-Transaminase und SSADH beteiligt, die das
GABA-Grundgerust in Succinat umwandeln. Succinat kann im Citratzyklus verstoffwech-
selt werden, wodurch ATP und a-Ketoglutarat gebildet werden, was wiederum zur Syn-
these von Glutamat fuhrt. SSADH-Mangel fuhrt zur Umwandlung von SSA durch die
SSA-Reduktase in GHB (Pearl et al., 2021; Pearl & Gibson, 2004; Pop et al., 2020).
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Glutamin

I Glutaminase

Homocarnosin Glutamat
/\ l_gu‘tamat—Decarboxylase
Histidin GABAI CO,

I GABA-Transaminase

Succinat-Semialdehyd

GHB-Dehydrogenase / / SSA-Reduktase \ SSADH
GHB || Succinat
C Citrat- >

zyklus

Abbildung 1: GABA-Stoffwechsel mit und ohne SSADH (modifiziert nach Pearl &
Gibson, 2004; Pop et al., 2020): Glutamin stellt die wichtigste Transportform fiir Glutamat
dar. Die Glutaminase wandelt Glutamin in Glutamat um. AnschlieRend kann aus Gluta-
mat GABA in einer durch die Glutamat-Decarboxylase katalysierten Reaktion unter CO2-
Abgabe hergestellt werden. Ein Teil von GABA liegt in der gebundenen Form Homo-
carnosin vor und kann bei Bedarf unter Abspaltung von Histidin in GABA umgewandelt
werden. Uberschiissiges GABA wird durch die GABA-Transaminase in Succinat-Semi-
aldehyd (SSA) abgebaut. Aus SSA wird in der Regel durch die SSADH Succinat herge-
stellt, das im Citratzyklus verstoffwechselt werden kann. Bei an SSADH-Mangel erkrank-
ten Personen ist der GABA-Stoffwechsel aufgrund der geringen oder fehlenden Aktivitét
der SSADH gestért (rotes Kreuz). Aus diesem Grund kann akkumuliertes SSA nicht liber
den (blichen Stoffwechselweg eliminiert werden und wird durch die SSA-Reduktase zu
GHB reduziert. Dadurch héufen sich GHB und GABA an, wobei der GABA-Spiegel we-
niger stark als der GHB-Spiegel ansteigt (rote Pfeile).

Der SSADH-Mangel ist insofern eine einzigartige Stérung, da mit GHB und GABA
grolRe Mengen von zwei neuropharmakologisch aktiven Verbindungen in Korperflissig-
keiten akkumulieren (Chambiliss et al., 1998; Gibson et al., 1998). In den Gehirnen von
an SSADH-Mangel Erkrankten kommt es zu einem 30-fachen Anstieg von GHB und ei-
nem zwei- bis vierfachen Anstieg von GABA im Vergleich zu normalen Konzentrationen
dieser Substanzen (Gibson et al., 1998). In einer neueren Studie wurde der GABA-An-
stieg im Gehirn mithilfe der Magnetresonanzspektroskopie verifiziert (Afacan et al.,
2021).
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GHB wurde in den frihen 1960er Jahren als Analogon von GABA, das die Blut-Hirn-
Schranke Uberwinden kann, entdeckt (Laborit, 1964). Im ZNS wirkt GHB an GHB- und
GABA-B-Rezeptoren. Dabei bindet GHB in physiologischen Konzentrationen an die pra-
synaptischen, G-Protein-gekoppelten GHB-Rezeptoren. In hohen Konzentrationen, wie
sie bei exogener Zufuhr oder bei SSADH-Mangel vorliegen, vermittelt GHB seine (phar-
makologische) Wirkung als direkter Agonist am GABA-B-Rezeptor (Bay et al., 2014;
Buzzi et al., 2006; Drasbek et al., 2006; Snead, 2000; Snead & Gibson, 2005). Im Jahr
2012 wurde gezeigt, dass eine Untereinheit des GABA-A-Rezeptors ebenfalls an der
GHB-Bindung beteiligt ist (Absalom et al., 2012). Zusatzlich dazu wird exogen verab-
reichtes GHB in GABA umgewandelt, das ebenfalls zu einer Aktivierung von GABA-A-
und GABA-B-Rezeptoren fuhrt (Caputo et al., 2009; Carter et al., 2009; Snead & Gibson,
2005).

Aufgrund der sedierenden und betdubenden Eigenschaften galt GHB als wirksames
intravendses Anasthetikum (Gibson et al., 1998; Jakobs et al., 1981; Roth & Giarman,
1966). Jedoch ist die Verwendung von GHB als Narkosemittel heute ricklaufig. GHB
kann zur Behandlung von Kataplexie und dbermafiger Tagesschlafrigkeit bei Narkolep-
sie sowie unterstitzend beim Alkoholentzug eingesetzt werden (Caputo et al., 2009;
Carter et al., 2009; Snead & Gibson, 2005). Heutzutage spielt die Verbindung als Frei-
zeitdroge (,Liquid-Ecstasy“) eine grof3e Rolle. Aufgrund seiner amnestischen Wirkung
ist GHB auch als KO-Tropfen bekannt. Neben Gedachtnisverlust fuhrt GHB zu Euphorie,
Anxiolyse sowie zu Schlafrigkeit. Eine GHB-Uberdosis prasentiert sich klinisch mit dem
raschen Auftreten von tiefem Koma, Myoklonien, Atemdepression, Hypoventilation und
Bradykardie. Haufig konsumieren Personen GHB zeitgleich mit Alkohol, was durch
Atemdepression und Hypotonie das Risiko einer GHB-Uberdosis erhéht. Spezifische
Gegenmittel gegen GHB sind nicht bekannt (Drasbek et al., 2006; Snead & Gibson,
2005). GHB kann durch a- oder -Oxidation in 3- oder 2-Desoxytetronsaure umgewan-
delt werden (Wang et al., 2019).

Obwohl erhdhtes GHB die fihrende Stoffwechselstérung im Liquor von an SSADH-
Mangel erkrankten Personen ist, erklart die GHB-vermittelte Neurotransmission allein
nicht das gesamte klinische Bild. Auch die chronische Erhéhung von GABA kann erheb-
liche Folgen haben. Es konnte gezeigt werden, dass die Anhaufung von GABA eine h6-
here motorische Ruheschwelle sowie langere kortikale Ruhephasen bei von SSADH-
Mangel Betroffenen bewirkt (Tsuboyama et al., 2021). AuRerdem fuhrt eine langere Be-
setzung von GABA-A- und GABA-B-Rezeptoren zu einer nutzungsabhangigen Herun-

terregulierung dieser Rezeptoren (Buzzi et al., 2006; K.-J. Kim et al., 2011; Kdlker, 2018;
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Pearl et al., 2009; Reis et al., 2012; Wu et al., 2006). Eine Herunterregulierung von
GABA-A-Rezeptoren wurde kurzlich auch in postmortalem Hirngewebe von Erkrankten
durch Genexpressionsanalysen nachgewiesen (Walters et al., 2021) und kénnte zu dem
insgesamt verringerten inhibitorischen Tonus beitragen, der letztlich zu den Krampfan-
fallen bei den Betroffenen fihrt (Lee et al., 2021; 2022).

Neben GHB und GABA akkumulieren weitere Metaboliten sowohl im ZNS als auch in
den peripheren Geweben und Korperflissigkeiten der Erkrankten, die zur Pathogenese
des SSADH-Mangels beitragen konnen. AufRerdem hat sich gezeigt, dass zahlreiche
andere Storungen ebenfalls an der Entwicklung des Krankheitsbildes beteiligt sind. Dazu
zahlen mitochondriale Dysfunktion, Redox-Ungleichgewicht, oxidativer Stress, Myelina-
nomalien, Neurosteroidverarmung, eine veranderte Signaltbertragung tber den mTOR-
Signalweg oder eine veranderte Genexpression (DidiaSova et al., 2020; K.-J. Kim et al.,
2011; Malaspina et al., 2016).

1.3 Das ALDH5A1-Gen und das SSADH-Enzym

Die SSADH ist ein mitochondriales Enzym, das die Oxidation von SSA in Succinat
katalysiert. NAD* dient als Kofaktor der SSADH und wird bei deren Aktivitat zu NADH
reduziert (Cash et al., 1979; Y.-G. Kim et al., 2009; Tillakaratne et al., 1995). Die SSADH
wurde im Jahr 1992 erstmals aus Ratten- und menschlichen Gehirnen gereinigt (Chamb-
liss & Gibson, 1992).

Das fur die SSADH kodierende ALDH5A1-Gen (aldehyde dehydrogenase 5 family
member A1-Gen) befindet sich auf dem Chromosom 6p22 und beinhaltet zehn Exons,
die ein Polypeptid mit 535 Aminosauren kodieren (Chambliss et al., 1995; 1998; Trettel
et al., 1997). Die vollstandige genomische Struktur des ALDH5A 1-Gens wurde im Jahr
2002 beschrieben. Dabei wurden zwei mRNA-Isoformen identifiziert, die durch alterna-
tives Spleillen des Exons 4B entstehen. Die langere Isoform mit Exon 4B produziert
jedoch ein nahezu inaktives Enzym. Zusatzlich wurde ein alternativ gespleildtes kleines

Exon entdeckt, das zu einer dritten Isoform des Enzyms fuhrt (Blasi et al., 2002).

Das Vorlauferpolypeptid der SSADH wird von den freien Ribosomen synthetisiert. Am
Amino-Terminus (N-terminal) befindet sich die mitochondriale Transportsequenz, die fur
die mitochondriale Ausrichtung des SSADH-Vorlaufers verantwortlich ist (Chambiliss et
al., 1995; 1998; Didiasova et al., 2020). An diese Sequenz schlief3en sich drei NAD*-
Bindungs-, zwei Oligomerisierungs- und eine katalytische Domane an. Die Oligomerisie-

rungsdomanen bestehen aus drei B-Faltblatt-Strangen in antiparalleler Ausrichtung. In
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der mitochondrialen Matrix reagieren die Oligomerisierungsdomanen miteinander und
bilden eine tetramere Struktur (Chambliss & Gibson, 1992; Y.-G. Kim et al., 2009; Ryzlak
& Pietruszko, 1988). Die monomere Struktur des SSADH-Vorlauferpeptids wird in Abbil-
dung 2 dargestellt.
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M mitochondriale Transportsequenz NAD+-Bindungsdomane
M Oligomerisierungsdomane M katalytische Domane

Abbildung 2: Doméanenstruktur der SSADH (modifiziert nach Zymanczyk, 2021): Dar-
gestellt wird die monomere Struktur der humanen SSADH, die 535 Aminoséduren um-
fasst. Farblich voneinander abgegrenzt sind die verschiedenen Proteindoménen. Die
Zahlen unter dem Balken beziehen sich auf die erste Aminoséure der jeweiligen Do-
méne.

Die SSADH ist ein Mitglied der Aldehyd-Dehydrogenase-Proteinfamilie (Blasi et al.,
2002; Chambliss et al., 1995). Aldehyd-Dehydrogenasen enthalten in der Regel einen
hydrophoben Tunnel, um hydrophobe Substrate umzusetzen. Im Gegensatz dazu nutzt
die SSADH hydrophile Reste, um eine optimale Umgebung fir SSA als Substrat zu
schaffen, da SSA hydrophile Carboxylenden besitzt (Y.-G. Kim et al., 2009; K.-J. Kim et
al., 2011).

Die Aktivitat der humanen SSADH wird durch einen Redox-Switch-Mechanismus ge-
steuert, der wiederum durch oxidativen Stress und den Redox-Zustand innerhalb der
mitochondrialen Matrix beeinflusst wird. In der oxidierten Form ist das SSADH-Enzym
inaktiv, da das aktive Zentrum durch eine Disulfidbriicke blockiert wird. Die Disulfidbri-
cke befindet sich zwischen einem katalytischen (Cys340) und einem benachbarten Cys-
teinrest (Cys342). Dadurch bildet sich die ,geschlossene“ Konformation der katalyti-
schen Schileife, die nicht nur den Zugang des Substrats, sondern auch des Kofaktors zu
ihren jeweiligen Bindungsstellen verhindert. Durch die Spaltung der Disulfidbriicke an-
dert sich die Konformation der katalytischen Schleife, sodass das aktive Zentrum und
die Kofaktor-Bindungsstelle zuganglich werden. So entsteht die reduzierte, aktive Form
der SSADH. Sowohl die ,offene” als auch die ,geschlossene” Konformation der ,dyna-
mischen katalytischen Schleife“ werden durch Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert
(Y.-G. Kim et al., 2009).
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1.4 Pathogene ALDH5A1-Genvarianten mit dem Fokus auf Mis-

sense-Mutationen

Wie bereits zuvor erwahnt, haben Chambliss et al. im Jahr 1998 fir den SSADH-Man-
gel verantwortliche Mutationen im ALDH5A1-Gen entdeckt (Chambliss et al., 1998).
Seitdem wurden verschiedene Arten von Mutationen im ALDH5A 1-Gen nachgewiesen.
Dazu zahlen Missense-, Nonsense- und Spleilimutationen, Deletionen, Insertionen so-
wie Duplikationen. Zusatzlich sind auch Einzelnukleotid-Polymorphismen (engl. Single
Nucleotid Polymorphism, SNPs) des ALDH5A1-Gens identifiziert worden, die alleine
oder, wenn sie in Kombination mit einer anderen Mutation im selben ALDH5A 1-Allel vor-
handen sind, zu einer verringerten SSADH-Aktivitat fGhren kénnen (Akaboshi et al.,
2003; Menduti et al., 2018; Pop et al., 2020). Insgesamt wurden fir das ALDH5A 1-Gen
etwa 70 verschiedene krankheitsassoziierte Varianten beschrieben und es werden mit
der zunehmenden Diagnosestellung des SSADH-Mangels weitere entdeckt (Pop et al.,
2020).

Ungefahr die Halfte der im ALDH5A 1-Gen beschriebenen pathogenen Varianten sind
Missense-Varianten (Akaboshi et al., 2003; Pop et al., 2020). Bei einer Missense-Muta-
tion kommt es zum Austausch einer Base (Punktmutation), wodurch eine andere Ami-
nosaure ins Protein eingebaut wird. Missense-Mutationen kdnnen unterschiedliche Fol-
gen haben. Sie kdnnen zu einer verringerten Stabilitdt und somit zu einem vorzeitigen
Abbau des Proteins fuhren. Wichtige funktionelle Eigenschaften des Enzyms kdnnen
verloren gehen, woraus eine verminderte Aktivitat des Enzyms resultieren kann. Die kor-
rekte posttranslationale Modifikation eines Proteins kann verhindert oder das Spleif3en
der pra-mRNA verandert werden. Es gibt auch Missense-Varianten, die keine erkennba-
ren Auswirkungen auf die Funktionstichtigkeit des betroffenen Proteins haben (Schaaf
& Zschocke, 2013).

Auch bei den Missense-Mutationen im ALDH5A 1-Gen wurden unterschiedliche Aus-
wirkungen auf das SSADH-Enzym beschrieben (Y.-G. Kim et al., 2009; Menduti et al.,
2018). Kim et al. teilten dabei die von ihnen untersuchten Missense-Varianten in zwei
Gruppen ein (Y.-G. Kim et al., 2009). Diese Einteilung basiert auf Vorhersagen, da noch
keine Experimente dazu durchgefuhrt wurden. Die erste Gruppe von Missense-Mutatio-
nen betrifft Aminosauren, die vermutlich Auswirkungen auf die SSADH-Struktur haben
und dadurch zur Verringerung bis zum Verlust der Proteinstabilitat fhren kdnnen. Zum

Beispiel beeinflusst die Substitution der kleinen Glycin-Reste in der Oligomerisierungs-
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domane durch die sperrige, basische Aminosaure Arginin die korrekte Faltung des En-
zyms und stort damit seine Stabilitat (Y.-G. Kim et al., 2009). Die zweite Gruppe von
Missense-Mutationen kdnnte sich durch eine beeintrachtigte Substrat- oder Kofaktorbin-
dung direkt auf die katalytische Aktivitat der SSADH auswirken. Dies konnte bei Substi-
tutionen von Aminosauren, die an der Bildung der NAD*-Bindungsstelle, des aktiven
Zentrums oder der ,dynamischen katalytischen Schleife* beteiligt sind, der Fall sein
(Y.-G. Kim et al., 2009).

Die meisten der pathogenen Varianten betreffen die Kofaktor-Bindungsdomane. Dies
steht aber mehr mit der GroRRe der NAD*-Bindungsdomane (254 der 535 Aminosauren;
siehe Abbildung 2) als mit einer gesteigerten Anfalligkeit dieser Region im Zusammen-
hang (Didiasova et al., 2020). Wahrscheinlich hat nur ein kleiner Teil der Missense-Va-
rianten innerhalb dieser Doméane einen direkten Einfluss auf die NAD*-Bindung. Viel-
mehr tragt die NAD*-Bindungsdomane aufgrund ihrer Grélie und Faltung zur strukturel-
len Integritdt und Stabilitdt sowie zur Oligomerisierung des SSADH-Proteins bei
(Brennenstuhl et al., 2020). SSADH-Missense-Varianten, die andere Bereiche des Pro-
teins, z. B. die mitochondriale Transportsequenz, betreffen, kdnnten mit dem Zelliberle-

ben unvereinbar sein (Brennenstuhl et al., 2020).

Generell sind die strukturellen und funktionellen Auswirkungen von Missense-Mutatio-
nen schwierig vorherzusagen, weshalb bereits mehrere Studien zur verbleibenden
SSADH-Enzymaktivitat von pathogenen ALDHS5A7-Varianten durchgefihrt wurden. In
diesen zeigte sich meistens eine erheblich reduzierte SSADH-Aktivitat der Missense-
Varianten. Nur bei wenigen SSADH-Mangel verursachenden Missense-Mutationen
konnte eine geringflgig verminderte oder normale SSADH-Enzymaktivitat festgestellt
werden (Akaboshi et al., 2003; Blasi et al., 2002; DiBacco et al., 2020; DidiaSova et al.,
2020; Leo et al., 2017; Menduti et al., 2018; Pop et al., 2020).

1.5 Modelle zur Charakterisierung von ALDH5A 1-Genvarianten

Heutzutage wird in der Diagnostik des SSADH-Mangels die Sequenzierung vermehrt
eingesetzt, wodurch viele neue ALDH5A1-Varianten identifiziert werden (Pop et al.,
2020). Um die Pathogenitat der verschiedenen Varianten sowie z. B. ihre Auswirkungen
auf die Proteinstabilitat vorherzusagen, kdnnen In-silico-Analysen genutzt werden. Hier-
fir werden verschiedene Softwaretools wie PolyPhen2, SIFT oder FoldX verwendet
(Brennenstuhl et al., 2020; DiBacco et al., 2020; Malaspina et al., 2016; Menduti et al.,
2018; Pop et al., 2020). Obwohl die In-silico-Vorhersagen haufig mit den Daten aus den
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Aktivitatsmessungen Ubereinstimmen, korreliert die vorhergesagte Pathogenitat mit der
gemessenen Restaktivitdt der SSADH nicht immer ganz genau. Deshalb spielt die funk-

tionelle Analyse der SSADH-Varianten eine wichtige Rolle (Pop et al., 2020).

Bisher erfolgte die funktionelle Analyse der mutierten Allele haufig durch die transiente
Uberexpression der SSADH-Varianten. Dabei werden mutierte ALDH5A 1-Konstrukte in
geeignete Zelllinien, wie z. B. HEK293-Zellen, transient transfiziert, sodass heterogene
Zellpopulation mit einer ektopen Uberexpression der SSADH-Varianten entstehen. Die
SSADH-Varianten kénnen anschlieend auf ihre verbleibende Enzymaktivitat untersucht
werden (siehe unter anderem Akaboshi et al., 2003; Blasi et al., 2002; Brennenstuhl et
al., 2020; DiBacco et al., 2020; Leo et al., 2017; Menduti et al., 2018; Pop et al., 2020).

Um eine homogene Zellpopulation, die den ALDH5A1-Genotyp eines von SSADH-
Mangel Betroffenen reprasentiert, herzustellen, kbnnen moderne Genome-Editing-Me-
thoden, wie die CRISPR/Cas-Technologie, genutzt werden (DidiaSova et al., 2020). Al-
ternativ stellten Pop et al. mit dem Modell der stabilen, Rekombinase-vermittelten Flp-
In-Transfektion ein robustes Expressionssystem vor, bei dem rekombinante SSADH von
einer isogenen Wirtszelllinie in einer kontrollierten Weise synthetisiert wurde (Pop et al.,
2020).

Pop et al. verglichen das transiente mit dem stabilen Transfektionsmodell (Pop et al.,
2020). Dafur untersuchten sie sieben ALDH5A1-Genmutationen, die bei transienter
Transfektion eine SSADH-Restaktivitat von uber 25% aufwiesen, in dem stabilen Flp-In-
Transfektionsmodell. Durch die stabile Expression war die Restaktivitat der SSADH-Va-
rianten geringer. Bei der Variante Asn493Ser wurde sogar eine drastische Verringerung
der Restaktivitat von 43% (im transienten System) auf 4% (im stabilen System) gemes-
sen, sodass diese - basierend auf den Ergebnissen der stabilen Transfektion - als pa-
thogen eingestuft wurde. Die Messung der SSADH-Restaktivitat erbrachte also im stabi-
len Transfektionsmodell genauere Ergebnisse als bei der transienten Transfektion. Je-
doch ist der Zeitfaktor ein Nachteil des stabilen Transfektionsverfahrens. Dieses dauert
etwa zwei Monate im Vergleich zu einer Woche bei transienten Transfektionen. Deshalb
halten die Forschenden generell die transiente Transfektion fir das schnellste und be-
quemste Modell zur Validierung neuer ALDH5A 1-Missense-Allele. Allerdings kdnnen im
Falle einer signifikanten Restaktivitat Folgeuntersuchungen in einem stabilen Transfek-
tionssystem in Betracht gezogen werden und sich als wertvoll erweisen (Pop et al.,
2020).
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Sowohl bei der transienten als auch bei der stabilen Transfektion ist es sinnvoll, die
Auswirkungen der verschiedenen SSADH-Varianten in Zellen zu charakterisieren, die
keine endogene SSADH exprimieren. Dadurch spiegelt die gemessene enzymatische
Aktivitat nur die Funktionalitat der SSADH-Variante wider. Mithilfe der CRISPR/Cas-Me-
thode kénnen SSADH-Knock-Out-Zellen erzeugt werden, die keine endogene SSADH
exprimieren (Brennenstuhl et al., 2020; DidiaSova et al., 2020; Pop et al., 2020).

In den meisten Studien, die sich mit den Folgen von SSADH-Mangel verursachenden
Genvarianten befassen, wurde nur die verbleibende Enzymaktivitat der SSADH gemes-
sen. Das Expressionsniveau oder die Lokalisation von SSADH in der Zelle wurden nicht
beriicksichtigt. Dabei kann insbesondere in den Uberexpressionssystemen die Uberex-
pression zur Anhaufung der SSADH oder zur Sattigung der fir die mitochondriale
Translokation erforderlichen Transporter fuhren (DidiaSova et al., 2020). Menduti et al.
nutzten die Immunfluoreszenzfarbung, um die subzellulare Lokalisation von SSADH zu
untersuchen (Menduti et al., 2020). AufRerdem bestimmten die Forschenden mithilfe des
Western Blots das SSADH-Expressionsniveau. Dabei verglichen sie Wildtyp-SSADH mit
einer dreifach mutierten SSADH-Variante (Gly36Arg, His180Tyr, Pro182Leu) in U87-
Glioblastom-Zellen. Die Immunfluoreszenzfarbung zeigte, dass beide SSADH-Proteine
in den Mitochondrien lokalisiert waren, wobei die dreifach mutierte SSADH-Variante in
einer sehr geringen Menge vorkam. Auch im Western Blot konnte eine starke Abnahme
des dreifach mutierten SSADH-Proteins im Vergleich zur Wildtyp-SSADH detektiert wer-
den. Zusatzlich wiesen die Fragmentierung und Depolarisierung der Mitochondrien in
der Immunfluoreszenzfarbung auf das Auftreten mitochondrialer Schaden hin. Zusam-
menfassend zeigten die Ergebnisse, dass die In-vitro-Expression der dreifach mutierten
SSADH-Variante zur Schadigung der Mitochondrien sowie zu einer verringerten Lebens-
fahigkeit der Zellen flhrte. Die Forschenden stellten die Hypothese auf, dass die verrin-
gerte Expression und die verminderte Aktivitat der SSADH-Variante das Ergebnis eines
synergistischen Effekts sein kdnnte. Zum einen kdnnte dieser Effekt durch eine struktu-
relle Veranderung durch die Substitutionen His180Tyr und Pro182Leu verursacht wer-
den. Zum anderen kénnte dieser durch einen verminderten mitochondrialen Import her-
vorgerufen werden, da die Substitution Gly36Arg die mitochondriale Transportsequenz
betrifft (Menduti et al., 2020).

Neben den Uberexpressionssystemen gibt es weitere Modelle zur Erforschung des
SSADH-Mangels. Didiadova et al. beschreiben diese ausfiihrlich in ihrer Ubersichtsar-

beit (DidiaSova et al., 2020). An dieser Stelle soll nur noch auf die Tiermodelle eingegan-
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gen werden. Hogema et al. entwickelten im Jahr 2002 das erste Tiermodell zur Erfor-
schung des SSADH-Mangels, die SSADH-Knock-Out-Mause (ALDH5A1-/- Mause;
Hogema et al., 2001). Der Phanotyp dieser Mause ist weitaus schwerwiegender als bei
den meisten an SSADH-Mangel erkrankten Personen. Dennoch konnten mit diesem
Tiermodell viele neue Erkenntnisse gewonnen werden (K.-J. Kim et al., 2011; Lee et al.,
2022; Vogel et al., 2018a). Unter anderem wurden an diesem Mausmodell symptom-
orientierte Therapieansatzen getestet (Cortez et al., 2004; Gupta et al., 2002; Hogema
et al., 2001; Nylen et al., 2008; 2009; Vogel et al., 2018b; 2015; 2016). Die Gen- und die
Enzymersatztherapie zielen jedoch nicht auf die Symptome des SSADH-Mangels, son-
dern direkt auf die zugrundeliegende Stérung ab. Um an diesen Therapieoptionen zu
forschen, konstruierten Lee et al. im Jahr 2021 ein neuartiges genetisches Mausmodell,
das eine SSADH-Wiederherstellung ,auf Abruf erméglicht (ALDH5A 15T°FSTOP Mause;
Lee et al., 2021). Diese Mause haben aufgrund der Inaktivierung des ALDH5A 1-Gens,
wie beim humanen SSADH-Mangel, zu Beginn keine SSADH. Durch einen genetischen
Schalter ist es jedoch moglich, das inaktivierte ALDH5A1-Gen unter genau definierter
molekularer Kontrolle wieder einzuschalten. Durch diesen Mechanismus soll dieses Tier-
modell helfen, zu verstehen, wie sich die Wiederherstellung von SSADH auf molekularer
Ebene bis hin zum Phanotyp auswirkt und somit bei der Erforschung der Gen- und En-

zymersatztherapie behilflich sein kann (Lee et al., 2021; 2022).
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1.6 Ziele der Arbeit

Der SSADH-Mangel wird durch verschiedenen Mutationen, unter anderem Missense-
Mutationen, im ALDH5A7-Gen verursacht (Akaboshi et al., 2003; Chambliss et al.,
1998). Da die strukturellen und funktionellen Auswirkungen von SSADH-Mangel verur-
sachenden Mutationen schwierig vorherzusagen sind, kommt der funktionellen Analyse
dieser Varianten eine grofe Bedeutung zu (Pop et al., 2020). Deshalb sollten in dieser
Arbeit die Auswirkungen von vier bei SSADH-Mangel auftretenden Missense-Mutationen
auf die SSADH-Expression sowie die Enzymaktivitat mithilfe der transienten Transfek-
tion untersucht werden. Auferdem sollten die subzellulare Lokalisation der SSADH-Va-

rianten sowie die Morphologie der Mitochondrien beurteilt werden.

Bei der transienten Transfektion variiert die Expression des rekombinanten Proteins je
nach Transfektionseffizienz und der ALDH5A 1-Genotyp der Betroffenen wird nicht kor-
rekt widergespiegelt. Deshalb sollte zur genaueren Charakterisierung von SSADH-Man-
gel verursachenden Mutationen ein stabiles Transfektionsmodell — das Flp-In™ System
von Thermo Fisher Scientific — etabliert werden. Da es sinnvoll ist, die molekularen Fol-
gen der SSADH-Varianten in einem Versuchsmodell ohne endogenen SSADH-Hinter-
grund zu analysieren, sollte hierfir das endogene ALDH5A7-Gen mithilfe der
CRISPR/Cas-Technologie in der zum Flp-In™ System gehdrenden Zelllinie ausgeschal-

tet werden.

Schlie3lich sollten fur die Versuche zur Charakterisierung der SSADH-Missense-Vari-
anten mithilfe des stabilen Transfektionssystems einige bei SSADH-Mangel vorliegende
Missense-Mutationen in das zum Flp-In™ System gehdrende Expressionsplasmid inte-

griert und mithilfe der transienten Transfektion auf ihre Funktionalitat Gberpruft werden.
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2 Material

2.1 Gerate

Tabelle 1: Verwendete Geriéte

Bezeichnung

Hersteller

Agarose-Gelelektrophorese-Kammer

neoLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutsch-

land

Bakterieninkubator, Incucell

MMM Medcenter Einrichtungen GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Bakterienschittler, KS-15

Edmund Buhler GmbH, Hechingen, Deutsch-

land

Elektrophorese-Netzgerat, Elekro-

phoresis power supply, EPS 301

Amersham Bioscience Europe GmbH, Frei-

burg, Deutschland

Entwickler-Maschine, Curix 60

AGFA, Dusseldorf, Deutschland

Epson Perfection 3200 Photo Scan-

ner

Herzog Computer Systeme GmbH, Frankfurt
a.M., Deutschland

Heizblock, HLC

Labomedic GmbH, Bonn, Deutschland

Konfokales Laserscan Mikroskop,
LSM 710

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,

Deutschland

Lichtmikroskop AE 31

Motic Deutschland GmbH, W etzlar, Deutsch-
land

New Brunswick™ Innova® 42/42R-

Inkubationsschuttler

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

PCR System 2700, Gene Amp®

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,

Deutschland

PCR-Gerat T personal Kombi

Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland

Pipettierhilfe accu jet®

A. Hartenstein GmbH, Warzburg, Deutsch-
land

Sanyo MCO-20AIC CO2 Incubator

EWALD Innovationstechnik GmbH, Roden-
berg, Deutschland

Schwenktisch, WS-10

Edmund Buhler GmbH, Hechingen, Deutsch-
land
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Scotsman Flockeneisbereiter AF 80

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,

Deutschland

SDS-Gel-GieBvorrichtungen,

Hoefer™

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutsch-

land

SDS-PAGE Kammer, Hoefer Mighty

small [I™

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,

Deutschland

Spektralphotometer, BioPhotometer

Plus

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

Sterilwerkbank, Herasafe KS

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,

Deutschland

Tecan infinite M200

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim,

Deutschland

Ultraschallapparat Sonoplus

BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Ber-

lin, Deutschland

UV-Transilluminator NU72

Intas Science Imaging Instruments GmbH,

Géttingen, Deutschland

Vortex V-1 plus

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg, Deutsch-

land

Waage Toledo, PB602-S

Mettler-Toledo GmbH, GielRen, Deutschland

Waage, Denver Instrument SI-64

Denver Instrument GmbH, Géttingen,

Deutschland

Wasserbad

LAUDA Dr. R. Wobser GmbH & CO. KG,
Lauda-Koénigshofen, Deutschland

Western-Blotsystem, Criterion™
Blotter

BioRad Laboratories GmbH, Inc., Miinchen,

Deutschland

Zentrifuge, 5424

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge, J2-21

Beckman Coulter GmbH, Sinsheim, Deutsch-

land

Zentrifuge, Micro 22 R

Hettich Holding GmbH & Co. oHG, Kirchlen-

gern, Deutschland

Zentrifuge, Universal 32 R

Hettich Holding GmbH & Co. oHG, Kirchlen-

gern, Deutschland

Zentrifuge, Universal 320

Hettich Holding GmbH & Co. oHG, Kirchlen-

gern, Deutschland
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2.2

Verbrauchsmaterialien und Gefalie

Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien und Gefal3e

Bezeichnung

Hersteller

Cellstar® Pipetten, 5; 10; 25 ml

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Cellstar® Plastikrohrchen, 15; 50 ml

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Deckglaschen, Durchmesser 15 mm

Menzel, Braunschweig, Deutschland

FALCON™ Rundbodenréhrchen-
Polystyrolréhrchen, 14 ml

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,

Deutschland

Frischhaltefolie

PAPSTAR GmbH, Kall, Deutschland

Glaskolben

Schott-AG, Mainz, Deutschland

Impfnadeln

Sarstedt AG & Co., Niumbrecht, Deutschland

Impfschlingen, Inoculation loops

Sarstedt AG & Co., Niumbrecht, Deutschland

Kryoréhrchen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Mikrotiterplatte 96 Well F

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

Neubauer-Zahlkammer

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Ko6-

nigshofen, Deutschland

Nitrozellulosemembran, WWhatman
Protran BA83

Sigma-Aldrich Merck KGaA, Darmstadt,

Deutschland

Objekttrager, 76x26 mm

neolLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutsch-
land

Opti-Platte™-96 Well, schwarz

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Parafilm

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Pasteurpipetten, Glas

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Petrischale, Glas, 10 cm

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Pinzette, Edelstahl, 120 mm

neolLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutsch-

land
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Pipetten, Eppendorf Research

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen

nerbe plus GmbH & CO. KG, Winsen,
Deutschland

Polystyrolkuvetten, 10x4x45 mm

Sarstedt AG & Co., Niumbrecht, Deutschland

Reagiergefale, 0,5; 1,5; 2 ml

Sarstedt AG & Co., Niumbrecht, Deutschland

Rontgenfilm, Super RX-N

FUJIFILM Europe GmbH, Disseldorf,

Deutschland

Rotilabo®-Blottingpapiere, Dicke
0,35 mm

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Skalpell

Schreiber GmbH, Fridingen, Deutschland

Tecan NanoQuant Plate™

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim,

Deutschland

Zellkulturflasche T 25, Standard

Sarstedt AG & Co., Niumbrecht, Deutschland

Zellkulturplatte, 6; 12; 24; 96 Well,
Standard F

Sarstedt AG & Co., Niumbrecht, Deutschland

Zellkulturschale, 6; 10 cm

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

Zellschaber

Sarstedt AG & Co., Niumbrecht, Deutschland

2.3 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung

Hersteller

1 kb DNA Ladder

New England Biolabs, Frankfurt a. M.,

Deutschland

Acrylamid Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Agarose Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Agar-Pulver Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Ampicillin Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

APS (Ammoniumpersulfat)

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
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Bradford Reagenz

BioRad Laboratories GmbH, Inc., Miinchen,

Deutschland

Bromphenolblau

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

BSA (Bovine Serum Albumine)

PAA Laboratories GmbH, Colbe, Deutsch-

land

Cumarinsaure

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Cut-Smart Puffer

New England Biolabs, Frankfurt a. M.,

Deutschland

DEPC (Diethylpyrocarbonat)

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle

medium)

Gibco® Thermo Fisher Scientific GmbH,
Dreieich, Deutschland

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

dNTPs (Desoxyribonukleosidtriphos-

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

phate) Deutschland
DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buff- | Gibco® Thermo Fisher Scientific GmbH,
ered Saline) Dreieich, Deutschland

DRAMA DNA-Marker

Eigene Herstellung der AG Tikkanen

DTT (Dithiothreitol)

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

EDTA (Ethylendiamintetraessig-

saure)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

EGTA (pH 8) (Ethylenglycol-bis(ami-
noethylether)-N,N,N',N'-tetraessig-

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

saure)

Essigsaure Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Ethanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Ethidiumbromid

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

FCS (Fetales Kalberserum)

Gibco® Thermo Fisher Scientific GmbH,

Dreieich, Deutschland
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Glycerin Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Glycin AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Hygromycin B

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Isopropanol (2-Propanol)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

LB-Medium

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

MACSfectin™ Transfektionsreagenz

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutsch-

land

Magnesiumchlorid

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Magnesiumsulfat

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Methanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Milchpulver Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Natriumacetat

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Natriumdihydrogenphosphat

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Natriumhydroxid

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

NAD (Nicotinamidadenindinukleotid)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

NP-40

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

One Taq GC-Enhancer

New England Biolabs, Frankfurt a. M.,
Deutschland

Penicillin/ Streptomycin

Gibco® Thermo Fisher Scientific GmbH,

Dreieich, Deutschland

PFA (Paraformaldehyd)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Pipes (pH 6,8)

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
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PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Ponceau S

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Protease-Inhibitor Cocktail

Sigma-Aldrich Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Proteinmarker

BioRad Laboratories GmbH, Inc., Minchen,

Deutschland

Puromycin

Invitrogen Thermo Fisher Scientific GmbH,

Dreieich, Deutschland

Rontgenentwickler

Calbe Chemie GmbH, Calbe, Deutschland

Roéntgenfixierer

Calbe Chemie GmbH, Calbe, Deutschland

SDS (Natriumdodecylsulfat)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

SSA (Succinat-Semialdehyd) Lo-

sung

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg,

Deutschland

3-Mercaptoethanol

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

SuperSignal™ West Femto Chemilu-

mineszenz-Substrat

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,

Deutschland

SuperSignal™ West Pico Chemilu-

mineszenz-Substrat

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,

Deutschland

TEMED (N, N, N', N'-Tetramethyl-
ethylenamin)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminome-
than)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Tris-Hydrochlorid

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Trypanblau Gibco® Thermo Fisher Scientific GmbH,
Dreieich, Deutschland

Trypsin Gibco® Thermo Fisher Scientific GmbH,
Dreieich, Deutschland

Tween 20 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland
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Wasserstoffperoxid Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Xylencyanol AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Zeocin Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,

Deutschland

2.4 Losungen und Puffer

Tabelle 4: Verwendete L6sungen und Puffer

Lésungen/ Puffer Zusammensetzung
Blockierungspuffer (Western Blot) 5% Milchpulver
TBST
DMEM++ 500 ml DMEM
10% FCS
1% Penicillin/ Streptomycin

(10.000 U/ml Penicillin,
10.000 pg/ml Streptomycin)

Einfriermedium 10% DMSO
FCS

Ladepuffer fur DNA-Gele 2 mg/ml Bromphenolblau

50 mM EDTA

75% Glycerol

4 mg/ml Xylencyanol
Glycerol-Stock-Losung 65% Glycerol

0,1M Magnesiumsulfat

25 mM TrispH 8
Luria-Bertani-Agar (LB-Agar) 15¢ Agar-Pulver

11 LB-Medium
LB-Medium 2049 LB-Broth

11 doppelt dest. Wasser
Homogenisierungspuffer 1,5 ml dest. Wasser

0,1% 3-Mercaptoethanol

0,2 mM PMSF
Natriumacetat-Losung 2M Essigsaure pH 5,2
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3M Natriumacetat
Natriumhydrogencarbonat-Losung 0,1 M Natriumhydrogencarbonat
PBS (Phosphat gepufferte Salzl6- 150 mM Natriumchlorid
sung), pH 7,4 20 mM Natriumdihydrogenphos-

phat

Ponceau Farbeldsung 5% Essigsaure

1% Ponceau S
SDS-Elektrophorese-Puffer (Laemmli) | 192 mM Glycin

0,1% SDS

25mM Tris
SDS-Ladepuffer (4x) + DTT 0,1% Bromphenolblau

100 mM DTT

10% Glycerin

2% SDS

50 mM Tris pH 6,8
Stripping Puffer, alkalisch 0,1 M Natriumhydroxid
Sturmer Lysepuffer 50 mM Tris pH 7,4

150 mM Natriumchlorid

2mM EDTA

1% NP-40
TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer) | 1 mM EDTA

20 mM Essgisaure

40 mM TrispH 8
TBST (Tris gepufferte Salzldsung + 150 mM Natriumchlorid
Tween 20) 10 mM Tris pH 7,4

0,05% Tween 20
TE (Tris-EDTA-Pufferlésung) 10 mM Tris pH 8,0

0,1 mM EDTA
Transferpuffer (W estern Blot) 192 mM Glycin

25mM Tris-Base

10% Methanol
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2.5 Kits

Tabelle 5: Verwendete Kits

Bezeichnung

Hersteller

Flp-In™ System

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,

Deutschland

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Duren,
Deutschland

NucleoSpin® Plasmid

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Duren,
Deutschland

NucleoBond® Xtra Midi EF

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Duren,
Deutschland

Phire™ Tissue Direct PCR Master Mix

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,
Deutschland

2.6 Plasmide

Tabelle 6: Verwendete Plasmide

Konstrukt Verwendung

Ursprung

hSSADH-5‘UTR-pcDNA3

Klonierung Insert

AG Tikkanen (Brennenstuhl et
al., 2020)

hSSADH-His180Tyr-
Asn255Asp-pcDNA3

Klonierung Insert

AG Tikkanen (Unverdffent-
lichte Daten der AG Tikkanen)

hSSADH-pcDNA5/FRT Mutagenese

Diese Arbeit

pcDNAS/FRT Klonierungsvektor Thermo Fisher Scientific
GmbH, Dreieich, Deutschland
pcDNAS/FRT/CAT Knock-In Transfektion Thermo Fisher Scientific
GmbH, Dreieich, Deutschland
pOG44 Knock-In Transfektion Thermo Fisher Scientific
GmbH, Dreieich, Deutschland
SSADH-gRNA1-px459 Knock-Out von SSADH | AG Tikkanen (Brennenstuhl et
rev 5-CCTTTTTCCTAG | al., 2020)
AGTGGTTC-3'
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SSADH-gRNA2-px459

Knock-Out von SSADH

rev 5-TAGGCGTGGCT
GCAGTCATC-3

AG Tikkanen (Brennenstuhl et
al., 2020)

2.7 Primer

Alle Primer wurden bei Sigma-Aldrich Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland bestellt.

Tabelle 7: Verwendete Primer mit jeweiliger Sequenz

Anwendung

Primer

Sequenz (5-3)

Mutagenese

hSSADH-Gly268Glu fwd

GAATGCCAAGGAAGTAGAGGAGG
CAATTTGTACTG

hSSADH-Gly268Glu rev

CAGTACAAATTGCCTCCTCTACTTC
CTTGGCATTC

hSSADH-Gly284Asp fwd

GTGTCCAAAATTTCCTTTACTGATT
CAACAACTACAGGAAAGATC

hSSADH-Gly284Asp rev

GATCTTTCCTGTAGTTGTTGAATCA
GTAAAGGAAATTTTGGACAC

hSSADH-Phe419Leu fwd

AAAACGACACCAACTTGGAAAAAA
TTTATTTGAGCCTACCCTG

hSSADH-Phe419Leu rev

CAGGGTAGGCTCAAATAAATTTTTT
CCAAGTTGGTGTCGTTTT

hSSADH-Gly441Arg fwd

CATGAAGAGACTTTCAGGCCTCTG
GCACCAG

hSSADH-Gly441Arg rev

CTGGTGCCAGAGGCCTGAAAGTCT
CTTCATG

hSSADH-Cys93Phe fwd

GGGCATGGTAGCCGACTTCGGGG
TGCG

hSSADH-Cys93Phe rev

CGCACCCCGAAGTCGGCTACCATG
CccC

hSSADH-His180Tyr fwd

GTGTTTACGGAGACATTATCTACAC
CCCGGCAAAG

hSSADH-His180Tyr rev

CTTTGCCGGGGTGTAGATAATGTC
TCCGTAAACAC
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hSSADH-Asn255Asp fwd | GATTCCTTCAGGTGTATACGATGTT
ATTCCCTGTTCTCG
hSSADH-Asn255Asp rev | CGAGAACAGGGAATAACATCGTAT
ACACCTGAAGGAATC
Knock-Out hSSADH-Intron rev GCAAAAGCATCAGGAAACCAGG
PCR hSSADH-Intron fwd 1 TTGAGAATGCAATGACTTGTGG
Knock-Out Se- | hSSADH-Intron fwd 2 CTCTATGGGTATCGTTATAGG
quenzierung
Sequenzie- pcDNA3 fwd GGCTAACTAGAGAACCCACTG
rung pcDNA3 rev GGCAACTAGAAGGCACAGTC

2.8 DNA-modifizierende Enzyme

Tabelle 8: Verwendete DNA-modifizierende Enzyme

Enzyme

Hersteller

Bam HI-Restriktionsenzym

NEB New England Biolabs, Frankfurt a. M., Deutsch-

land

Dpn I-Restriktionsenzym

NEB New England Biolabs, Frankfurt a. M., Deutsch-

land

Pfu-Turbo-Polymerase

Agilent Technologies Germany GmbH & Co. KG,
Frankfurt a. M., Deutschland

rSAP (rekombinante Shrimp
Alkalische Phosphatase)

NEB New England Biolabs, Frankfurt a. M., Deutsch-

land

T4-DNA-Ligase

NEB New England Biolabs, Frankfurt a. M., Deutsch-

land

Xho I-Restriktionsenzym

NEB New England Biolabs, Frankfurt a. M., Deutsch-
land

2.9 Bakterienstamme

Tabelle 9: Verwendete Bakterienstdmme

Bezeichnung

Verwendung Quelle

E. coli K12 XL-1 blue

Plasmidamplifikation Stratagene, San Diego, USA
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2.10 Humane Zelllinien

Tabelle 10: Verwendete humane Zelllinien

Bezeichnung

Informationen

Quelle

HEK293T-SSADH-KO

Human Embryonic Kidney

SSADH-Knock-Out mit
CRISPR/Cas in HEK293T-

Zellen

AG Tikkanen (Bren-
nenstuhl et al., 2020)

Flp-In™ HEK293

Human Embryonic Kidney

Mit Flp-In Rekombinase-
Stelle zur Integration eines

Gens ins Genom

Deutschland

Thermo Fisher Scienti-
fic GmbH, Dreieich,

Flp-In™ HEK293-SSADH-KO
Human Embryonic Kidney

SSADH-Knock-Out mit Diese Arbeit

CRISPR/Cas in Flp-In™

HEKZ293-Zellen

2.11 Antikorper

Tabelle 11: Fir den Western Blot verwendete primére und sekundére Antikbrper

Primarantikorper

Bezeichnung Wirt Verdunnung Hersteller

Anti-SSADH Kaninchen 1:10.000 Abcam, Berlin, Deutschland

(ab129017)

Anti-GAPDH Maus 1:10.000 Abcam, Berlin, Deutschland

Anti-CAT Maus 1:5.000 Sigma-Aldrich Merck KGaA,

(MAB3678) Darmstadt, Deutschland

Sekundarantikorper

Bezeichnung Wirt Verdlnnung Hersteller

Anti-Kaninchen Ziege 1:20.000 Dako Deutschland GmbH, Ham-

burg, Deutschland

Anti-Maus Ziege 1:10.000 und | Dako Deutschland GmbH, Ham-

1:20.000 burg, Deutschland
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Tabelle 12: Fiir die Immunfluoreszenzfarbung verwendete primére und sekundére Anti-

koérper

Primarantikorper

Bezeichnung Wirt Verdinnung | Hersteller

Anti-SSADH Kaninchen 1:100 Abcam, Berlin, Deutschland
(ab155493)

Sekundarantikoérper

Bezeichnung Wirt Verdlinnung | Hersteller

Anti-Kaninchen | Ziege 1:300 Invitrogen Thermo Fisher Scienti-
Alexa-Fluor448 fic GmbH, Dreieich, Deutschland

2.12 Fluoreszenzfarbstoffe und Mikroskopie-Reagenzien

Tabelle 13: Verwendete Fluoreszenzfarbstoffe und Mikroskopie-Reagenzien

Bezeichnung Konzentration Hersteller
MitoTracker® Orange 100 nM Invitrogen Thermo Fisher Scienti-
CMTMRos fic GmbH, Dreieich, Deutschland

Roti®-Mount FluorCare DAPI
(4',6-Diamidin-2-phenylindol)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karls-

ruhe, Deutschland

2.13 Sequenzierlabor

Microsynth Seqlab GmbH, Géttingen, Deutschland

2.14 Software

Tabelle 14: Verwendete Softwares

Software

Verwendungszweck

Hersteller

Citavi 6.10

Literaturverwaltung

Swiss Academic Software
GmbH, Wadenswil, Schweiz

GraphPad Prism 5

Statistische Auswertung

GraphPad Software, Inc., San
Diego, USA

Microsoft Excel 2013

Tabellenkalkulation

Microsoft Corporation,
Redmond, USA
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Microsoft Power-
Point 2013

Erstellung von Abbildungen

Microsoft Corporation,
Redmond, USA

Microsoft Word 2013

Textverarbeitung

Microsoft Corporation,
Redmond, USA

ZEN lite 3.4

Bearbeitung der Immunfluo-

reszenzbilder

Carl Zeiss Microscopy GmbH,

Jena, Deutschland
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3 Methoden

3.1  Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Kilonierung

Die Klonierung wurde verwendet, um den SSADH-Wildtyp (ALDH5A 1-Gen) aus dem
in der AG Tikkanen existierenden hSSADH-5'UTR-pcDNA3-Plasmid (Brennenstuhl et
al., 2020) in das zum Flp-In™ System gehorige pcDNA5/FRT-Plasmid einzubauen. Des
Weiteren wurde mit dieser Methode die SSADH-Variante His180Tyr-Asn255Asp aus
dem SSADH-H180Y-N255D-pcDNA3-Plasmid (unverdffentlichte Daten der AG Tikka-
nen) ausgeschnitten und in den gleichen Vektor integriert. Fir die Umklonierung wurde
das SSADH-Insert zuerst durch einen Restriktionsverdau aus dem jeweiligen Ursprungs-
Plasmid ausgeschnitten und der pcDNA5/FRT-Vektor mit den gleichen Restriktionsenzy-
men gespalten. Anschlieend konnte das Insert mithilfe der Ligation in den
pcDNAS/FRT-Vektor eingebaut werden.

Restriktionsverdau

FUr den Restriktionsverdau wurden in einem Reaktionsgefald 10 ug des Ursprungs-
Plasmids und in einem zweiten Reaktionsgefal 10 ug des Ziel-Vektors zu 7 pl Cut-Smart
Puffer, 20 U Bam HI und 20 U Xho | pipettiert und mit destilliertem Wasser auf 70 ul auf-
gefullt. Der Verdau wurde Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die bei dem Restriktionsverdau
entstandenen DNA-Fragmente wurden mithilfe eines 1%igem Agarosegels mit Ethidi-
umbromid (1:10.000) in TAE-Puffer elektrophoretisch voneinander getrennt. Dazu wur-
den 7 ul des Vektorverdaus mit circa 2 ul DNA-Ladepuffer und der gesamte Insertverdau
mit circa 14 yl DNA-Ladepuffer versetzt. Neben dem Vektor und dem Insert wurden 2 pl
Marker (DRAMA) auf das Gel aufgetragen. Die Fragmente wurden bei 120 V aufgetrennt
und das Gel wurde auf eine UV-Lampe (UV-Transilluminator NU72 von Intas Science
Imaging Instruments) gelegt. Hier wurde das nun sichtbare Insert (SSADH bei circa
1.700 bp) aus dem Gel ausgeschnitten. Die Vektorbande (pcDNAS5/FRT bei circa
5.000 bp) diente zur Kontrolle des Restriktionsverdau. Das aus dem Gel ausgeschnit-
tene Insert und der restliche Restriktionsverdau des pcDNAS5/FRT-Vektors wurden nach
dem Protokoll des NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit von Macherey-Nagel aufge-

reinigt und die DNA-Konzentrationen gemessen (siehe Kapitel 3.1.5).
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Ligation

Um vor der Ligation zu verhindern, dass die klebrigen Enden der unvollstandig verdau-
ten Vektorfragmente religieren und sich dadurch die Ausbeute an neu zusammengesetz-
ten Plasmiden vermindert, wurden die 5-Enden des Vektors mit rSAP-Phosphatase
dephosphoryliert. Dafur wurde der Vektor mit 3,7 pyl Cut-Smart Puffer und 3 U rSAP 1 h
bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurde dieser erneut mit dem NucleoSpin® Gel and
PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel) aufgereinigt und die DNA-Konzentration gemessen
(siehe Kapitel 3.1.5). Zum Einflgen des Inserts in den Vektor wurden 6 pl Insert zu 2 pl
Vektor und 400 U T4-DNA-Ligase mit 1 yl des zugehdrigen Ligasepuffers pipettiert. Die
Ligation erfolgte Uber Nacht bei 16°C.

Restriktionsanalyse

Nachdem 7 pl des Ligationsansatzes zur Amplifikation in E. coli XL-1 blue transformiert
(siehe Kapitel 3.1.3) und die DNA mittels Mini-Plasmidpraparation aus den Bakterien
isoliert wurden (siehe Kapitel 3.1.4), wurden die hergestellten Plasmide mit einer Re-
striktionsanalyse Uberprift. Dazu wurden zu circa 1,2 ug Plasmid 1 yl Cut-Smart Puffer
sowie je 3 U der Restriktionsenzyme Bam HI und Xho | pipettiert und mit destilliertem
Wasser auf insgesamt 10 pl aufgefillt. Der Ansatz wurde fir mindestens 45 min bei 37°C
inkubiert. Anschlief3end erfolgte eine elektrophoretische Grélkenauftrennung mithilfe ei-
nes 1%igem Agarosegel mit Ethidiumbromid (1:10.000) und TAE-Puffer. Es wurden die
Marker DRAMA und 1 kb DNA Ladder (NEB) verwendet. Die Proben wurden mit circa
2 Jl DNA-Ladepuffer versetzt. Die Klone mit erfolgreicher Klonierung zeigten eine Vek-
torbande bei circa 5.000 bp und eine Insertbande bei circa 1.700 bp. Die Mini-Plasmid-

praparationen von den positiven Klonen wurden extern sequenziert.

3.1.2 In-vitro-Mutagenese

Die In-vitro-Mutagenese dient dem zielgerichteten Einbau von Punktmutationen in eine
Plasmid-DNA. Hierbei wird die DNA mithilfe von maligeschneiderten, synthetisch herge-
stellten Primer im Rahmen einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) verandert und ver-
mehrt. Mithilfe dieser Methode wurden bei SSADH-Mangel vorliegende Missense-Muta-
tionen in die hSSADH-pcDNA3- (Brennenstuhl et al., 2020) und hSSADH-pcDNAS/FRT-

Plasmide (diese Arbeit) eingebaut.
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Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fur die PCR-Ansatze wurden zundchst 500 ng Plasmid, 10 yl GC-Enhancer, 5 pl
10xPCR-Puffer (zur Pfu-Turbo-Polymerase gehorig) und 1 yl dNTPs in ein Reaktions-
gefald pipettiert und mit DEPC-W asser auf 47 ul aufgefillt. Anschlieiend wurden je 1 uM
Primer fwd und rev sowie schlieBlich 2,5 U Pfu-Turbo-Polymerase hinzugegeben. Die

Primersequenzen sind in Tabelle 7 aufgelistet.

Es wurde das PCR-Gerat T personal Kombi von Biometra verwendet. Zur ersten De-
naturierung wurde der PCR-Ansatz einmalig fur 5 min auf 95°C erhitzt. Es schlossen
sich 19 Zyklen an, in denen die Denaturierung bei 95°C fir 1 min, das Annealing bei
60°C fuir 1 min und die DNA-Synthese bei 68°C fir 12 min erfolgten. Fir die finale
Elongation wurde der PCR-Ansatz nach dem letzten Zyklus fir weitere 7 min auf 68°C
erwarmt. Anschliel3end wurden die PCR-Produkte nach dem Protokoll des NucleoSpin®

Gel and PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel) aufgereinigt.

Dpn I-Verdau der Plasmid-DNA

Um die nicht-mutierten Plasmide aus dem Reaktionsansatz zu entfernen, wurde ein
Restriktionsverdau mit Dpn | durchgefiihrt. Dpn | spaltet die parentale, methylierte DNA.
Da die PCR-Produkte wahrend der Mutagenese nicht methyliert wurden, wurden diese
nicht abgebaut. Der Restriktionsverdau wurde aus 44 pl der aufgereinigten DNA, 5 pl
Cut-Smart Puffer und 10 bis 20 U Dpn | angesetzt und mindestens 3,5 h bei 37°C inku-
biert. Anschliellend wurde der Verdau mit dem NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit
(Macherey-Nagel) aufgereinigt und schlieBlich mit 15 pl TE-Puffer eluiert.

3.1.3 Transformation

Zur Vervielfaltigung der rekombinanten DNA wurde diese in E. coli XL-1-blue transfor-
miert. Hierfir wurden 7 pl des Ligationsansatzes (siehe Kapitel 3.1.1) bzw. des Dpn I-
Verdaus (siehe Kapitel 3.1.2) zu circa 100 yl chemisch kompetenten E. coli XL-1-blue
pipettiert und auf Eis gekuhlt. Nach 30 min wurde die Probe fiir 90 s bei 45°C im Heiz-
block erhitzt und anschlieend 90 s auf Eis abgekuhlt. Es wurde 1 ml LB-Medium hinzu-
gefugt. Die Bakterien wurden 45 bis 60 min bei 37°C und 220 rpm im Bakterienschuttler
bewegt und anschlieRend fiir 20 s bei 6.000 x g zentrifugiert. Nachdem der Uberstand
abgekippt wurde, wurden die restlichen Bakterien resuspendiert, auf eine LB-Agarplatte
mit Ampicillin (250 pug/ml) ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Fur die Trans-
formation der zum Flp-In™ System von Thermo Fisher Scientific gehérenden Plasmide
pcDNAS/FRT, pOG44 und pcDNA5/FRT/CAT wurden je 50 bis 100 ng DNA verwendet.
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3.1.4 Mini-Plasmidpraparation

Fir die Isolation und anschlieRende Sequenzierung von zunachst kleinen Mengen
DNA aus den Bakterien, wurden Einzelkolonien von LB-Agarplatten gepickt und in
5 ml LB-Medium mit Ampicillin (250 pg/ml) in Rundbodenréhrchen tber Nacht bei 37°C
und 220 rpm geschuttelt. Die Mini-Plasmidpraparation wurde am darauffolgenden Tag
nach dem Protokoll des NucleoSpin® Plasmid Kit (Macherey-Nagel) durchgefihrt. An-
schlielfend wurde die DNA-Konzentration gemessen (siehe Kapitel 3.1.5) und die DNA
mit den pcDNA3-Primern (siehe Tabelle 7 fur die Sequenzen) zum Sequenzieren ver-
schickt.

3.1.5 DNA-Konzentrationsmessung

Zur Konzentrationsmessung der doppelstrangigen DNA wurden der Tecan infinite
M200 und die Tecan Nano Quant Plate™ verwendet. Der Nullabgleich erfolgte mit 2 pl
des Puffers, indem die DNA geldst wurde. AnschlieRend erfolgte die Messung mit 2 pl
der Proben bei 260 und 280 nm.

3.1.6 Ubersicht der hergestellten Konstrukte

In Tabelle 15 sind die in dieser Arbeit hergestellten Konstrukte aufgelistet. Die Primer-
sequenzen werden in Tabelle 7 aufgefihrt. Flr jede Mutation wurden eine Midi-Plasmid-
praparation durchgefiihrt (siehe Kapitel 0) und von zwei korrekt sequenzierten Plasmi-

den Glycerin-Stocks angelegt (siehe Kapitel 3.1.8).

Tabelle 15: Durch Umklonierung und mit In-vitro-Mutagenese hergestellte Konstrukte

Durch Umklonierung hergestellte Konstrukte

Vektor

Bezeichnung
hSSADH-pcDNA5/FRT

hSSADH-His180Tyr-
Asn255Asp-pcDNAS/FRT

Ursprung Insert

pcDNA5/FRT Wildtyp-hSSADH aus pcDNA3
hSSADH-His180Tyr-

Asn255Asp aus pcDNA3

Mit In-vitro-Mutagenese hergestellte Konstrukte

Bezeichnung Primer Plasmid
hSSADH-Gly268Glu-pcDNA3 hSSADH-Gly268Glu fwd & rev | hSSADH-
hSSADH-Gly284Asp-pcDNA3 hSSADH-Gly284Asp fwd & rev | PCDNA3

hSSADH-Phe419Leu-pcDNA3

hSSADH-Phe419Leu fwd & rev

hSSADH-Gly441Arg-pcDNA3

hSSADH-Gly441Arg fwd & rev
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hSSADH-Gly268Glu-pcDNA5/FRT | hSSADH-Gly268Glu fwd & rev | hSSADH-
hSSADH-Gly284Asp-pcDNA5/FRT | hSSADH-Gly284Asp fwd & rev | PCDNAS/FRT
hSSADH-Phe419Leu-pcDNA5/FRT | hSSADH-Phe419Leu fwd & rev
hSSADH-Gly441Arg-pcDNAS/FRT | hSSADH-Gly441Arg fwd & rev
hSSADH-Cys93Phe-pcDNA5/FRT | hSSADH-Cys93Phe fwd & rev
hSSADH-His180Tyr-pcDNA5/FRT | hSSADH-His180Tyr fwd & rev
hSSADH-Asn255Asp-pcDNA5S/FRT | hSSADH-Asn255Asp fwd & rev

3.1.7 Midi-Plasmidpraparation

Fur die Isolation grolRerer DNA-Mengen via Midi-Plasmidpraparation wurden 50 bis
100 pl der Bakterienvorkultur aus der Minipraparation mit der korrekten Sequenz (siehe
Kapitel 3.1.4) zusammen mit 4 ml LB-Medium mit Ampicillin (250 pg/ml) in ein Rundbo-
denréhrchen gegeben. Dies wurde flr mindestens 7 h bei 37°C und 220 rpm im Bakte-
rienschittler inkubiert. AnschlieRend wurde aus dieser Bakteriensuspension 1 ml ent-
nommen und mit 200 ml LB-Medium mit Ampicillin (250 pug/ml) in einem Erlenmeyerkol-
ben Gber Nacht bei 37°C und 220 rpm geschdttelt. Am nachsten Tag wurde das Plasmid
nach dem Protokoll des NucleoSpin® Xtra Midi EF Kit (Macherey-Nagel) isoliert.

Abweichend von den Herstellerangaben wurde die Ausfallung nach dem Hinzufiigen
von 3,5 ml Isopropanol und Mischen mit dem Vortex bei 10.000 x g und 4°C fir 30 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und auf das Pellet wurden 900 pl TE-Puffer
sowie 100 ul Natriumacetat-Losung gegeben. Das Pellet wurde mithilfe des Vortex ge-
I8st. Frihestens nach 30 min wurde die Suspension mit 700 ul Isopropanol in ein Reak-
tionsgefald Uberfuhrt und vorsichtig bei Raumtemperatur gemischt. Nach 15 min wurde
das ReaktionsgefaR fir 10 min bei 15.000 x g und 10°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet drei Mal mit 70%igem, -20°C kaltem Ethanol gewa-
schen. Zum Schluss wurde das Reaktionsgefal® bei 10.000 x g fir 5 min zentrifugiert
und die restliche Flissigkeit abpipettiert. Das Pellet wurde flr 10 bis15 min bei Raum-
temperatur getrocknet und anschlieRend tber Nacht bei 4°C in TE-Puffer geldst. Am

nachsten Tag wurde die DNA-Konzentration gemessen (siehe Kapitel 3.1.5).

3.1.8 Glycerin-Stocks

Zum Anlegen von Glycerin-Stocks wurden 100 pl der Bakteriensuspension mit der kor-
rekten Sequenz mit 2 ml LB-Medium mit Ampicillin bei 37°C und 220 rpm im Bakterien-

schuttler uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurden 600 pl der Bakterien zusammen
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mit 600 pl Glycerol-Stock-Lésung in Kryoréhrchen pipettiert. Diese wurden bei -80°C ein-
gefroren. Alternativ wurden vor der Midi-Plasmidpraparation 600 ul der Uber-Nacht-Kul-

tur entnommen und mit 600 pl Glycerol-Stock-Losung eingefroren.

3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Kultivierung von HEK-Zellen

Die in dieser Arbeit verwendeten HEK-Zellen wurden in T25-Flaschen mit 5 ml
DMEM++ im Inkubator bei 37°C, 8% CO.-Gehalt und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert.
DMEM++ bestand aus DMEM, 10% FCS sowie 100 U/ml Penicillin und 100 pug/ml Strep-

tomycin.

3.2.2 Passagieren von HEK-Zellen

Zum Passagieren der HEK-Zellen wurden zunachst das alte Medium mit einer Pipette
abgesaugt und die Zellen mit PBS vorsichtig gewaschen. Danach wurde der GefalRbo-
den mit Trypsin bedeckt und circa 3 min bei 37°C inkubiert. Anschlielend wurden die
nun vom Boden abgeldsten Zellen in DMEM++ resuspendiert, gegebenenfalls gezahlt

und fur Experimente oder als Erhaltungskultur ausgesat.

3.2.3 Zahlen von HEK-Zellen

Zum Zahlen der HEK-Zellen wurden 20 ul der Zellsuspension mit 20 ul Trypanblau
vermischt. AnschlieRend wurden circa 2 pl der Mischung in eine Neubauer-Zahlkammer

gegeben und die Zellen unter dem Lichtmikroskop gezahlt.

3.2.4 Einfrieren von HEK-Zellen

Um HEK-Zellen einzufrieren, wurden diese zunachst mit PBS gewaschen, trypsiniert
und mit DMEM++ in ein Reaktionsgefal® oder 15-ml-Falcon-Réhrchen Ubertragen. Das
Reaktionsgefald wurde mit 5.000 rpm, das Falcon-Réhrchen mit 3.000 rpm fir 1 min
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellen im Einfrier-
medium resuspendiert. Das Einfriermedium bestand aus FCS mit 10% DMSO. Es wur-
den je 500 pl der im Einfriermedium suspendierten Zellen in Kryoréhrchen gegeben und

diese bei -150°C eingefroren.
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3.2.5 Transiente Transfektion

Mit der transienten Transfektion kann Fremd-DNA in eukaryotische Zellen eingebracht
werden. Diese Methode wurde genutzt, um Wildtyp-SSADH sowie mutierte SSADH in
Zellen transient zu exprimieren. Dazu wurden die HEK293T-SSADH-KO-Zellen auf einer
6-Well-Platte so ausgesat, dass sie am nachsten Tag maximal 80% konfluent waren.
FUr die Transfektion wurde in ein Reaktionsgefald 1 ug DNA mit 200 yl DMEM und in ein
zweites Reaktionsgefaly 3 ul MACSfectin™ Transfektionsreagenz mit 200 ul DMEM pi-
pettiert. Anschlie3end wurden beide Ansatze gemischt und bei Raumtemperatur 20 min
inkubiert. Wahrenddessen wurde das Medium der Zellen ausgetauscht. Nach 20 min
wurde das DNA-MACSfectin-Gemisch auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurden bei
37°C inkubiert. Nach 24 h wurde das Medium gewechselt. Nach 48 h wurden die Zellen
mit PBS geerntet und standen fir weitere Versuche zur Verfugung. Als Kontrolle wurden
nicht-transfizierte Zellen mitgefuhrt.

3.2.6 Immunfluoreszenzfarbung

Bei der Immunfluoreszenzfarbung von Zellen werden Antigene mithilfe von Antikor-
pern, an die fluoreszierende Farbstoffe gebunden sind, detektiert. Diese Methode wurde
genutzt, um die subzellulare Lokalisation der SSADH-Missense-Varianten zu untersu-

chen.

Zunachst wurden Flp-In™ HEK293-Zellen bzw. Flp-In™ HEK293-SSADH-KO-Zellen
auf einer 12-Well-Platte so ausgesat, dass sie am nachsten Tag maximal 80% konfluent
waren. Fir die transiente Transfektion wurden 0,5 ug DNA, 1,5 yl MACSfectin™ Trans-
fektionsreagenz und je 100 yl DMEM verwendet. Der Ablauf der Transfektion erfolgte
wie unter Kapitel 3.2.5 beschrieben. Nach 24 h wurden die Zellen auf Deckglaschen
(Durchmesser 15 mm) ausgesat. Dazu wurde zunachst mithilfe einer Pinzette ein Deck-
glaschen pro Well auf einer 12-Well-Platte verteilt. Anschliellend wurden die Zellen mit
PBS gewaschen, trypsiniert und in DMEM++ resuspendiert. Die in DMEM++ resuspen-

dierten Zellen wurden auf zwei Deckglaschen verteilt und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

Am nachsten Tag wurde das alte Medium abgesaugt und frisches DMEM++ mit Mito-
tracker Orange CMTMRos (Konzentration 100 nM) auf die Deckglaschen gegeben.
Diese wurden fur 30 min im Brutschrank inkubiert. Danach wurden die Zellen mit kaltem
Methanol fur 8 min bei -20°C fixiert und anschlieRend 10 min mit PBS gewaschen. Zum
Blockieren der unspezifischen Bindungsstellen wirkte in einer Feuchtkammer 1% BSA

in PBS fur 20 min bei Raumtemperatur auf die Zellen ein. Der Primarantikérper (Anti-
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SSADH-Antikérper, Abcam, ab155493) wurde 1:100 in 1% BSA in PBS verdinnt und far
1 h bei Raumtemperatur auf die Deckgléschen gegeben. Es folgte nach drei fUnfminUti-
gen Waschschritten mit PBS der 1:300 verdinnte Sekundarantikdrper (Anti-Kaninchen
Alexa-Fluord48, Invitrogen) fir 45 min. Die Zellen wurden erneut drei Mal fir 5 min mit
PBS gewaschen und mit destillietem Wasser abgespult. Zum Eindeckeln wurden circa
7 ul Fluoromount™ Aqueous Mounting Medium mit DAPI (1:1.000) auf einen Objekttra-
ger gegeben und die Deckglaschen mit den Zellen auf der Unterseite auf den Tropfen

gelegt. Die Objekttrager wurden bei 4°C gelagert.

3.2.7 SSADH-Knock-Out in Flp-InTM HEK293-Zellen

Um das endogene ALDH5A1-Gen in Flp-In™ HEK293-Zellen auszuschalten, wurde
das CRISPR/Cas-System genutzt. Bei diesem wird mithilfe einer gRNA die Ziel-DNA
gefunden und durch das Schneideprotein Cas9 zerschnitten. Durch zelleigene Repara-
turmechanismen werden Basenpaare zufallig eingefligt und so das betroffene Gen, in
dieser Arbeit das fir die SSADH kodierende ALDH5A 1-Gen, inaktiviert.

In das px459-Plasmid wurden Oligonukleotide, die als Zielsequenz Exon 3 des
menschlichen ALDH5A 1-Gens haben, kloniert (Brennenstuhl et al., 2020). So entstan-
den die Plasmide SSADH-gRNA1-px459 und SSADH-gRNA2-px459. Nachdem diese
Plasmide in Zellen transfiziert wurden, wurde daraus das Schneideprotein Cas9 mit der
Zielsequenz (gRNA) im Exon 3 des ALDH5A 1-Gens exprimiert. AuRerdem erhielten die

Zellen durch das px459-Plasmid eine Puromycin-Resistenz.

Zunachst wurden die Flp-In™ HEK293-Zellen so ausgesat, dass sie am nachsten Tag
circa 80% konfluent waren. Vor der Transfektion wurde das Medium der Zellen gewech-
selt. Transfiziert wurde in zwei Ansatzen mit 1 uyg SSADH-gRNA1-px459 bzw. SSADH-
gRNA2-px459 und je 4 yl MACSfectin™ Transfektionsreagenz. Der Ablauf der Transfek-
tion erfolgte wie unter Kapitel 3.2.5 beschrieben. Nach 24 h wurde auf die Zellen
DMEM++ mit Puromycin (2 ug/ml) gegeben. Durch die Selektion mit Puromycin sollten
nur die Zellen Uberleben, bei denen die Transfektion erfolgreich und damit das
ALDH5A 1-Gen ausgeschaltet war. Nach weiteren 24 h wurden die transfizierten Zellen
in eine 6-cm-Schale Uberfuhrt und far 3 Tage in DMEM++ kultiviert.

Da nach der Selektion mit Puromycin nicht sichergestellt werden konnte, dass das
ALDH5A1-Gen aus allen Zellen homolog ausgeknockt wurde, wurden die Zellen im
nachsten Schritt auf einer 96-W ell-Platte vereinzelt. Daflir wurden die transfizierten Zel-

len mit PBS gewaschen, trypsiniert und mit DMEM++ in ein 15-ml-Falcon-Rdhrchen
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uberflhrt. Nachdem die Zellen gezahlt wurden (siehe Kapitel 3.2.3), wurden sie in drei
Schritten auf eine rechnerische Dichte von 2,5 Zellen pro 200 yl DMEM++ verdinnt. Es
wurden je 200 uyl der DMEM++-Zell-Mischung pro Well auf einer 96-W ell-Platter verteilt.
In den folgenden Wochen wurde unter dem Lichtmikroskop regelmafig kontrolliert, ob
keine, eine oder mehrere Kolonien in einem Well wuchsen. Die Wells, in denen nur eine
Kolonie wuchs, wurden ab 50% Konfluenz auf eine 24-W ell-Platte und anschlief3end auf
eine 6-Well-Platte umgesetzt. Dadurch stammten alle Zellen in einem Well von einer
einzelnen Zelle mit oder ohne erfolgreichem Knock-Out ab und stellten damit jeweils eine

klonale Zellpopulation dar.

Um zu Uberprifen, ob der Knock-Out erfolgreich war, wurden die Zellen bei 100% Kon-
fluenz von der 6-Well-Platte geerntet (siehe Kapitel 3.2.10). Aus circa 75% der Zellen
wurde ein Lysat fur den Western Blot hergestellt (siehe Kapitel 3.2.11) und 20% der
Zellen wurden fiir die PCR mit dem Phire™ Tissue Direct PCR Master Mix verwendet

(siehe Kapitel 3.2.8). Die restlichen Zellen wurden weiter kultiviert.

3.2.8 Uberpriifung des SSADH-Knock-Outs mit genomischer PCR

Um den Knock-Out von SSADH in den Flp-In™ HEK293-Klonen auf genomischer
Ebene zu bestatigen, wurde die DNA-Sequenz in dem Bereich der verwendeten gRNA
bestimmt. Dafiir wurde die DNA der Zellen mit dem Phire™ Tissue Direct PCR Master
Mix von Thermo Fisher Scientific vervielfaltigt. Hierbei war keine vorausgehende DNA-

Aufreinigung notwendig, die PCR konnte direkt mit den Zellen durchgefuhrt werden.

Zunachst wurden die Zellen geerntet (siehe Kapitel 3.2.10). AnschlieBend wurden auf
das dabei entstandene Pellet 20 ul Dilution Buffer und 0,5 ul DNA-Release Buffer gege-
ben. Beide Puffer gehdren zum Phire™ Tissue Direct PCR Master Mix (Thermo Fisher
Scientific). Das Lysat wurde 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und dabei regelmaRig
mit dem Vortex gemischt. Es folgten 2 min im vorgeheizten Heizblock bei 98°C. Danach

wurde das Lysat fur circa 10 s zentrifugiert.

Fir die PCR wurden zu 10 pl 2x Phire Mastermix, je 1 uM Primer hSSADH-Intron fwd 1
und hSSADH-Intron rev (siehe Tabelle 7 fur die Sequenzen) sowie 9,3 ul destilliertes
Wasser und 0,5 pl des Lysats gegeben. Es wurde das PCR-Gerat T personal Kombi von
Biometra verwendet. Die initiale Denaturierung erfolgte fir 5 min bei 98°C. Es schlossen
sich 40 Zyklen mit 10 s Denaturierung bei 98°C, 10 s Annealing bei 66°C und 30 s
Elongation bei 72°C an. Zur finalen DNA-Synthese wurde der PCR-Ansatz fur weitere

10 min auf 72°C erwarmt.
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Der PCR-Ansatz wurde zusammen mit den Markern DRAMA und 1 kb DNA Ladder
auf ein 1%iges Agarosegel mit Ethidiumbromid (1:10.000) aufgetragen und bei 120 V in
TAE-Puffer aufgetrennt. AnschlieRend wurden auf der UV-Licht-Lampe (UV-Transillumi-
nator NU72 von Intas Science Imaging Instruments) die Banden bei 520 bp ausgeschnit-
ten und nach dem Protokoll des NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kits (Macherey-
Nagel) aufgereinigt. Es wurden die DNA-Konzentrationen gemessen (siehe Kapitel
3.1.5) und die Proben mit dem hSSADH-Intron fwd 2 Primer (siehe Tabelle 7 fur die

Sequenz) zum Sequenzieren geschickt.

3.2.9 Wildtyp-SSADH- und CAT-Knock-In

Um in das zelluldre Genom einen DNA-Abschnitt dauerhaft zu integrieren, wurde das
Flp-In™ System von Thermo Fisher Scientific genutzt. Dieses System verwendet die
Rekombinase Flippase (Flp), die an FRT-Sequenzen (Flp Recombination Target) bindet,
um ein Expressionsplasmid (pcDNAS/FRT und pcDNAS/FRT/CAT) an einer spezifischen
Stelle ins Genom einzubauen. Mithilfe dieser Technik wurden das Wildtyp-ALDH5A 1-
oder das CAT-Gen (Chloramphenicol-Acetyltransferase) in das Genom von Flp-In™
HEK293-SSADH-KO-Zellen (siehe Kapitel 3.2.7) eingebaut. Das zu dem Flp-In™ Sys-
tem (Thermo Fisher Scientific) gehérende pcDNA5/FRT/CAT-Plasmid diente als Positiv-
kontrolle. Das Genom der Flp-In™ HEK293-SSADH-KO-Zellen enthalt bereits eine FRT-

Sequenz sowie das lacZ-Zeocin™-Gen, wodurch die Zellen gegen Zeocin resistent sind.

Fir den Knock-In des ALDH5A1- und CAT-Gens in das Genom der Flp-In™ HEK293-
SSADH-KO-Zellen wurden diese auf einer 12-Well-Platte so ausgesat, sodass sie am
nachsten Tag circa 80% konfluent waren. Die Zellen wurden mit 1,5 yl MACSfectin™
Transfektionsreagenz und 0,5 pg DNA transfiziert (siehe Kapitel 3.2.5 flr den genauen
Ablauf). Hierbei wurden die Plasmide pOG44 und hSSADH-pcDNAS/FRT in einem 9:1
Verhaltnis kotransfiziert. Das pOG44-Plasmid exprimiert die Flp-Rekombinase, die das
homologe Rekombinationsereignis zwischen den FRT-Stellen im hSSADH-
pcDNA5/FRT-Plasmid und im Genom der Flp-In"™ HEK293-SSADH-KO-Zellen vermit-
telt. Als Flp-Rekombinationskontrolle wurde zusatzlich ein Well nur mit dem hSSADH-
pcDNAS/FRT-Plasmid transfiziert. Als Negativkontrolle dienten nicht-transfizierte Zellen.
Als Positivkontrolle wurde au3erdem in einem 9:1 Verhaltnis die Plasmide pOG44 und
pcDNAS5/FRT/CAT kotransfiziert. In Abbildung 3 werden die Transfektionen schematisch

dargestellt.
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9:1 nicht- 9:1
pOG44:hSSADH- hSSADH- transfizierte | [ pOG44:pcDNAS5/

pcDNA5/FRT PcDNAS/FRT Zellen FRT/CAT

Abbildung 3: Schematische Ubersicht der Knock-In-Transfektionen: Flp-In™
HEK293-SSADH-KO-Zellen wurden auf einer 12-Well-Platte so ausgesét, dass sie am
néchsten Tag circa 80% konfluent waren. Die Zellen wurden mit 1,5 ul MACSfectin™
Transfektionsreagenz und 0,5 ug DNA transfiziert. Hierbei wurden die Plasmide pOG44
und hSSADH-pcDNAS/FRT in einem 9:1 Verhéltnis kotransfiziert. Als Flp-Rekombinati-
onskontrolle wurde ein Well nur mit dem hSSADH-pcDNAS/FRT-Plasmid transfiziert. Als
Negativkontrolle dienten nicht-transfizierte Zellen. Als Positivkontrolle wurden in einem
9:1 Verhéltnis die Plasmide pOG44 und pcDNAS/FRT/CAT kotransfiziert.

24 h nach der Transfektion wurde das Medium gewechselt. Da die Zellen mit der
Transfektion ihre Zeocin-Resistenz verloren und eine Hygromycin-Resistenz erhielten,
konnten sie mit Hygromycin selektiert werden. Die bendtigte Hygromycin-Konzentration
wurde im Vorhinein an nicht-transfizierten Flp-In™ HEK293-SSADH-KO-Zellen getestet.
Dazu wurden diese mehrere Tage in DMEM++ mit verschiedenen Hygromycin-Konzent-
rationen kultiviert. Bei DMEM++ mit 100 ug/ml Hygromycin starben alle Zellen, sodass
diese Konzentration ausgewahlt wurde. Fur die Selektion der Transfektionen wurden
48 h nach der Transfektion die Zellen auf 10-cm-Platten mit DMEM++ mit Hygromycin
(100 pg/ml) Gberfahrt.

Nach vier Tagen wurde erneut DMEM++ ohne Hygromycin auf die Zellen gegeben. Ab
jetzt wurden die Zellen beobachtet. Durch die Behandlung mit Hygromycin sollten die
nicht-transfizierten und ohne das pOG44-Plasmid transfizierten Zellen sterben und nur
die kotransfizierten, Hygromycin-resistenten Zellen Uberleben. Falls dies nicht der Fall
war, mussten die Zellen erneut mit DMEM++ mit 100 ug/ml Hygromycin behandelt wer-
den. Nach zwei bis drei Wochen bildeten sich Kolonien, die zunachst nur unter dem

Mikroskop, spater aber auch mit bloRem Auge sichtbar waren.

Sobald die Kolonien gut sichtbar waren, wurden diese gepickt. Dazu wurden die Kolo-
nien von aufden am Boden der 10-cm-Platte markiert. Das alte Medium wurde abgesaugt
und der Boden mit PBS bedeckt. Mit einer Pipette wurden die Kolonien abgekratzt und
zugleich eingesogen. Die Zell-PBS-Mischung wurde auf eine 12-Well-Platte zu 100 pl
zweifachem Trypsin gegeben. Sobald die Zellen sich im Trypsin trennten, wurde das
Gemisch vorsichtig auf- und abpipettiert und in 1 ml DMEM ++ kultiviert. Als die Zellen

sich abgesetzt hatten, wurde das Medium gewechselt.
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Auf den 12-Well-Platten wuchsen die Zellen bis sie circa 50% konfluent waren. Dann
wurden 80% der Zellen als Kopie auf eine zweite 12-Well-Platte Gberfuhrt. Die restlichen
20% wurden weiter kultiviert. Wenn die Kopie-Zellen 100% konfluent waren, wurden
diese mit PBS geerntet (siehe Kapitel 3.2.10), Lysate mit Stirmer Lysepuffer hergestellt
(siehe Kapitel 3.2.11) und ein Western Blot zur Uberpriifung des Knock-Ins durchgefiihrt
(siehe Kapitel 3.3).

3.2.10 Zellernte

Bei ausreichender Konfluenz konnten die Zellen geerntet werden. Dazu wurde das alte

Medium abpipettiert und die Zellen wurden mit PBS gewaschen.

Wenn die Zellen weiter kultiviert werden sollten, wurden die Zellen trypsiniert und in
DMEM++ resuspendiert. 10% der Zellen wurden in DMEM++ weiter kultiviert, wahrend
die restlichen 90% der Zellen in ein Reaktionsgefal® uberfuhrt und bei 5.000 rpm fur
1 min zentrifugiert wurden. Der Uberstand wurde sorgféltig abgesaugt und das Zellpellet

auf Eis gelegt oder eingefroren.

Alternativ wurde auf die Zellen 8°C kaltes PBS gegeben. Anschlie’iend wurden alle
Zellen mithilfe eines Zellschabers mobilisiert und in ein Reaktionsgefall tUberflhrt. Die-
ses wurde bei 5.000 x g fiir 1 min zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert. Dieser
Schritt wurde wiederholt. Die entstandenen Zellpellets wurden auf Eis gelegt oder ein-

gefroren.

3.2.11 Zelllysatherstellung

Zur Herstellung von Zelllysaten wurden zunachst Stirmer Lysepuffer mit Proteasein-
hibitor Cocktail im Verhaltnis 1:100 gemischt. Je nach der GroRRe der Zellpellets wurden
zwischen 85 und 250 ul der Mischung auf die Pellets gegeben. Die Lysate wurden

30 min auf Eis inkubiert und zwischendurch kraftig mit dem Vortex gemischt.

Alternativ wurden 150 ul vom Homogenisierungspuffer auf die Zellpellets gegeben und
diese drei Mal fur 15 s mit Ultraschall behandelt (1 s Ultraschallwellen, 1 s Pause). Zwi-

schendurch wurden die Zellen auf Eis abgekunhlt.

Sowohl bei der Zelllysatherstellung mit dem Lyse- als auch mit dem Homogenisie-
rungspuffer wurden die Proben zum Schluss fur 10 min bei 15.000 x g und 4°C in der
Klhlzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde als fertiges Lysat in neue Reaktions-

gefalle pipettiert.
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3.2.12 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinmenge in den Zelllysaten wurden in Reaktionsgefalle 1 ml
Bradford Reagenz, die zuvor 1:5 in destillietem Wasser verdiunnt wurde, und 2 ul der
Lysate pipettiert. Diese wurden mit dem Vortex gemischt und in Kivetten tberfiihrt. Zum
Nullabgleich wurden 2 ul des Puffers, mit dem die Lysate hergestellt wurden, in 1 ml
Bradford Reagenz 1:5 verwendet. Nachdem der Nullabgleich erfolgt war, wurden die

Konzentrationen im Spektralphotometer bei 595 nm gemessen.

3.3 Western Blot

Der Western Blot dient dem Nachweis von Proteinen in einem Proteingemisch. Dazu
wurden die Proteine zunachst mithilfe der SDS-PAGE in Polyacrylamidgelen nach ihrer
Grole aufgetrennt. AnschlielRend erfolgte der Transfer auf eine Nitrozellulosemembran

und die Visualisierung der Proteine mittels Immundetektion.

3.3.1 SDS-PAGE

Fur die SDS-PAGE (,sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis*®) wur-
den Zelllysate mit Natriumdodecylsulfat (SDS) versetzt, wodurch sich die Proteine ent-
falteten und eine negative Ladung proportional zu ihrer Masse erhielten. Zusatzlich
wurde Dithiothreitol (DTT) hinzugegeben, das als Reduktionsmittel Disulfidbriicken spal-
tet, und die Lysate wurden erhitzt. Dadurch denaturierten die Proteine fast vollstandig
und konnten anschliel3end in Polyacrylamidgelen durch Anlage eines elektrischen Fel-
des nach ihrer Grolie aufgetrennt werden. Die Polyacrylamidgele wurden folgenderma-

Ren hergestellt:

Tabelle 16: Herstellung von 10% Polyacrylamidgelen mit 10 Taschen

Art Zusammensetzung

Sammelgel: 1 mm, 4% 2,55 ml Acrylamid 30%
0,075 ml APS 10%
0,03 ml Bromphenolblau
11,7 ml dest. Wasser
0,075 ml SDS 20%
0,0225 mi TEMED
0,624 ml Tris pH 6,8 (3 M)

42



Methoden

Trenngel: 1 mm, 10% 13,4 mi Acrylamid 30%
0,4 ml APS 10%
21 ml dest. Wasser
0,2 ml SDS 20%
0,064 ml TEMED
5mi Tris pH 8,8 (3 M)

Die Zelllysate (siehe Kapitel 3.2.11) wurden mit 4x SDS-Ladepuffer versetzt und 5 min
bei 95°C erhitzt. AnschlieRend wurden die Proben sowie 2 pl Proteinmarker auf das Gel

aufgetragen.

Die GroRenauftrennung erfolgte in Laemmli-Puffer. Zunachst wurde eine Spannung
von 15 mA pro Gel angelegt. Sobald die Proben das Trenngel erreicht hatten, wurde die
Spannung auf 20 mA pro Gel erhéht. Die SDS-PAGE wurde gestoppt, sobald die Ban-

den circa 1 cm vor dem Ende des Gels angekommen waren.

3.3.2 Transfer

Fur den Transfer der im Gel aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran
wurde eine mit Transferpuffer gefillte Blotkammer verwendet. Der Transfer lief bei
400 mA fur 60 bis 90 min (CAT 60 min, SSADH 90 min). Anschlief3end konnte dieser mit
einer Ponceau-S-Farbung Uberprift werden. Dazu wurde die Nitrozellulosemembran mit
Ponceau-S-Ldsung gefarbt, wodurch die Proteinbanden sichtbar wurden. Die Farbe

wurde mit TBST abgewaschen.

3.3.3 Immundetektion

Zur Visualisierung der Proteine auf der Nitrozellulosemembran wurde die Immunde-
tektion verwendet. Dafiir wurden zunachst die freien Bindungsstellen blockiert, indem
5% Milchpulver in TBST gel6st und die Membran darin fur 30 min auf dem Schwenktisch
inkubiert wurde. AnschlieRend wurde die Membran mit TBST gewaschen. Uber Nacht
band der erste Antikorper bei 4°C an das gewinschte Antigen. Dieser wurde am nachs-
ten Tag in drei Schritten mit TBST fur je 10 min abgewaschen. Anschliellend erfolgte
eine circa einstindige Inkubation mit einem Sekundarantikorper, der an den ersten An-
tikérper band. Auch dieser wurde in drei zehnminitigen Waschschritten mit TBST abge-
waschen. Durch die an den Sekundarantikdrper gebundene Peroxidase kann Luminol
oxidiert und so die Lumineszenz detektiert werden. Hierfur wurde auf die trockene

Membran 1 ml ECL-Reagenz (SuperSignal™ West Femto/ Pico Chemilumineszenz-
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Substrat von Thermo Fisher Scientific) gegeben. Nach 3 min wurde die Membran ge-
trocknet und in einer Rontgenkassette befestigt. In einer Dunkelkammer wurde abhangig
von der Signalstarke fur 2 s bis zu 1 h ein Rontgenfilm auf die Membran gelegt und an-
schliel3end in der Entwickler-Maschine (Curix 60 von AGFA) entwickelt.

3.3.4 Strippen

Um die Antikdrperbindungen wieder zu |I6sen, wurde die Membran 10 min in alkali-
schem Stripping-Puffer inkubiert. Anschlieiend wurde die Membran mit TBST gewa-
schen und 20 min mit 5% Milch bedeckt. Danach stand die Membran flr eine neue Im-
mundetektion bereit.

3.4 SSADH-Aktivitatsassay

Zur Bestimmung der Aktivitat von verschiedenen SSADH-Missense-Varianten wurde
die Umsetzung von NAD* zu NADH gemessen. Als Substrat diente SSA. Der Kofaktor
0,1 M NAD* wurde in 0,1 M NaHCO; geldst. Die Zelllysate (siehe Kapitel 3.2.11) wurden
1:10 in destilliertem Wasser verdinnt und als Duplikate (2 x 10 ul) auf eine schwarze 96-
Well-Mikrotiterplatte pipettiert. Als Nullwert wurde ein Lysat aus nicht-transfizierten
SSADH-KO-Zellen und als Positivkontrolle wurden mit Wildtyp-SSADH transfizierte Zel-

len verwendet.

Fur den Assay wurden zu 10 pl Lysatverdunnung 10 pl 2 mM SSA, 3 yl 0,1 M NAD*
sowie 77 ul 0,1 M Tris pH 8,4 gegeben. Um die Reaktion unmittelbar vor der Messung
zu starten, wurde die Substratlésung erst im Fluoreszenz-Reader (Tecan infinite M200)
durch den Injektor hinzugefligt. Die Fluoreszenzmessung erfolgte bei 355 nm Exzitation
und 470 nm Emission ein Mal pro Minute Uber 40 min.

3.5 Statistische Auswertung

Die SSADH-Aktivitdtsmessung zur molekularen Charakterisierung der verschiedenen
Missense-Varianten wurde vier Mal durchgefuhrt. Die einzelnen SSADH-Aktivitatsas-
says wurden zunachst mit Microsoft Excel ausgewertet, um die Mittelwerte zu ermitteln.
Anschlie3end erfolgte die statistische Analyse mit der GraphPad Prism 5 Software. Die
Ergebnisse wurden mit 1-way Varianzanalysen (ANOVA) und dem Dunnett-Test ausge-
wertet. Als hoch signifikant (***) gelten Werte von p<0,001. Die Werte wurden im Bezug

zu nicht-transfizierten Zellen ermittelt und in Prozent Wildtyp-Aktivitat (%) als Mittelwert
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mit Standardabweichung im Saulendiagramm dargestellt. Die Proteinkonzentrationen

wurden in der Auswertung bertcksichtigt.

3.6 Bildbearbeitung

Die dargestellten Western Blot Abbildungen wurden zugeschnitten und bei Bedarf
durch Kontrast- und Helligkeitseinstellungen angepasst. Die Anderungen wurden fir die

gesamte Abbildung durchgefuhrt.

Die Aufnahmen der Immunfluoreszenzfarbung wurden mit dem konfokalen Laserscan
Mikroskop (LSM 710) von Carl Zeiss angefertigt. AnschlieRend wurden diese mit Zeiss
ZEN lite 3.4 Software bearbeitet.
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4  Ergebnisse

4.1  Molekulare Charakterisierung ausgewahlter SSADH-Defizit
verursachender Missense-Varianten mittels transienter Uber-

expression

411 Mutagenese ausgewahlter SSADH-Defizit verursachender Mis-

sense-Mutationen

Um die molekularen Auswirkungen bestimmter SSADH-Defizit verursachender Mis-
sense-Varianten, die bei von SSADH-Mangel Betroffenen vorkommen, zu charakterisie-
ren, wurden zunéachst die Varianten SSADH-Gly268Glu, -Gly284Asp, -Phe419Leu und
-Gly441Arg mithilfe der In-vitro-Mutagenese in das hSSADH-pcDNA3-Plasmid einge-
bracht. Die entstandenen Plasmide wurden zur Amplifikation in E. coli XL-1 blue trans-
formiert. Anschlieend folgten eine DNA-Préparation sowie die Uberpriifung der herge-
stellten Plasmide mittels Sequenzierung. Tabelle 17 gibt einen Uberblick tiber die in mei-

ner Arbeit untersuchten SSADH-Varianten.

Tabelle 17: SSADH-Missense-Varianten mit den entsprechenden Aminoséauresubstituti-
onen und der betroffenen Doméne

Exon | Genetische Variante | Aminosauresubstitution Betroffene Doméane
5 c.803G>A p.Gy268Glu NAD*-Bindungsdomane
5 c.851G>A p.Gly284Asp NAD*-Bindungsdomane
8 c.1296C>A p.Phe419Leu Katalytische Doméane
8 c.1321G>A p.Gly441Arg Katalytische Doméane

41.2 Transiente Uberexpression der SSADH-Missense-Varianten in
HEK293T-SSADH-KO-Zellen

Fir die transiente Uberexpression der SSADH-Missense-Varianten wurden HEK293T-
Zellen verwendet, aus denen bereits mithilfe der CRISPR/Cas-Technologie das fur die
SSADH kodierende ALDH5A1-Gen ausgeknockt wurde (Brennenstuhl et al., 2020).
Diese HEK293T-SSADH-KO-Zellen exprimieren keine endogene SSADH, sodass nach

der Transfektion nur die Funktionalitat der SSADH-Varianten widergespiegelt wurde.
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Im nachsten Schritt wurden die Plasmide mit den verifizierten Sequenzen, die folglich
die Missense-Mutationen enthielten, transient in die HEK293T-SSADH-KO-Zellen trans-
fiziert. Als Kontrolle wurde die Wildtyp-SSADH in die HEK293T-SSADH-KO-Zellen ein-
geschleust. AnschlieRend wurden Zelllysate aus nicht-transfizierten HEK293T-SSADH-
KO-Zellen sowie aus den transfizierten Zellen hergestellt. Um die Proteinmenge in den
Lysaten zu bestimmen, wurde die Proteinbestimmung nach Bradford durchgefihrt. Die
in den Zelllysaten enthaltenden Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Hierbei
wurden 2 uyg Gesamtprotein pro Lysat verwendet. Anschlielend erfolgte der Transfer

auf eine Nitrozellulosemembran via Western Blot zur Immundetektion.

Abbildung 4 stellt die Ergebnisse des Western Blots dar. Es zeigte sich eine SSADH-
Expression bei der Wildtyp-SSADH (WT) sowie bei allen untersuchten Varianten. Bei
der Variante SSADH-GIly284Asp lag jedoch nur eine geringe Menge an SSADH vor. Dies
kdnnte auf eine reduzierte Stabilitat dieser SSADH-Variante hindeuten. Bei der Variante
SSADH-GIly441Arg erschien das SSADH-Signal in allen Versuchen unterhalb von
54 kDa, was auf eine geringere GroRRe dieser SSADH-Variante hinweist. Ein Lysat aus
nicht-transfizierten HEK293T-SSADH-KO-Zellen (Non-tr.) diente als Negativkontrolle
und zeigte keine SSADH-Expression. Bei der Ladekontrolle mit GAPDH entstand bei
allen Lysaten ein ungefahr gleich starkes Signal bei 35 kDa. Dies bestatigte, dass in

allen Spuren die gleiche Menge an Proteinen aufgetragen wurde.
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Abbildung 4: Western Blot der untersuchten SSADH-Missense-Varianten: Es wur-
den HEK293T-SSADH-KO-Zellen mit den SSADH-Wildtyp sowie SSADH-Missense-Va-
rianten enthaltenden pcDNA3-Plasmiden transient transfiziert. Nach der Zelllysatherstel-
lung wurden pro Spur 2 ug Protein auf das 10% Polyacrylamidgel aufgetragen. Das
SSADH-Protein liegt bei 54 kDa und wurde mit dem Anti-SSADH-Antikémper (Abcam,
ab129017) detektiert. Dieser Versuch wurde vier Mal durchgefiihrt. Als Ladekontrolle
diente GAPDH (35 kDa).
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4.1.3 SSADH-Aktivitatsnachweis der Missense-Varianten

Anschliel3end wurde mithilfe eines SSADH-Aktivitatsassays Uberprift, ob die verschie-
denen Varianten des SSADH-Enzyms eine Aktivitat aufweisen. Hierfir wurde die Um-
setzung von NAD* zu NADH, gemessen als Fluoreszenz bei 355 nm Exzitation und
470 nm Emission, im Vergleich zur Wildtyp-SSADH bestimmt. In der Auswertung wurden
die unterschiedlichen Proteinkonzentrationen der Zelllysate bertcksichtigt. Die Ergeb-
nisse werden in Abbildung 5 dargestellt. Die Wildtyp-Aktivitat wurde auf 100% festgelegt
und die relative Aktivitat der SSADH-Varianten in Prozent Wildtyp-Aktivitat angegeben.
Die gemessenen Fluoreszenzwerte der nicht-transfizierten HEK293T-SSADH-KO-Zel-
len wurden von den Fluoreszenzwerten des SSADH-Wildtyps und der SSADH-Mis-
sense-Varianten abgezogen. Bei keiner der untersuchten SSADH-Varianten konnte eine
signifikante SSADH-Aktivitdt gemessen werden.
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Abbildung 5: SSADH-Aktivitiatsassay der untersuchten SSADH-Missense-Varian-
ten: Dargestellt wird die relative SSADH-Aktivitét (in % vom WT) in Zelllysaten aus
HEK293T-SSADH-KO-Zellen nach transienter Transfektion mit pcDNA3-Plasmiden. Die
Zelllysate wurden 1:10 in destilliertem Wasser verdiinnt und in Duplikaten gemessen.
Das Séaulendiagramm zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichung von vier unabhén-
gigen Transfektionen. Die statistische Analyse erfolgte mit 1-way Varianzanalysen (A-
NOVA) und dem Dunnett-Test. Als hoch signifikant (***) gelten Werte von p<0,001.

Da bei den mit dem detergenzhaltigen Lysepuffer hergestellten Zelllysaten keine
Restaktivitat der SSADH-Varianten festgestellt werden konnte, wurde der Versuch mit
Lysaten, die mit dem Homogenisierungspuffer erzeugt wurden, wiederholt. In diesem
Puffer befand sich unter anderem [-Mercaptoethanol, das die SSADH reduziert,

wodurch die Disulfidbricken im aktiven Zentrum der SSADH gespalten werden
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(Y.-G. Kim et al., 2009). Dadurch wird das aktive Zentrum der SSADH zuganglich und
es wird mehr Substrat umgesetzt. Abgesehen von der Zelllysatherstellung wurde der
Versuchsaufbau nicht gedndert. Bei den mit dem Homogenisierungspuffer hergestellten
Zelllysaten aus den transfizierten HEK293T-SSADH-KO-Zellen wurde ebenfalls keine
Restaktivitat im SSADH-Aktivitatsassay gemessen. Der Western Blot zeigte die gleichen
Ergebnisse wie die vorherigen Versuche (vergleiche Abbildung 4). Der SSADH-Aktivi-
tatsassay sowie der Western Blot wurden mit den mit dem Homogenisierungspuffer her-
gestellten Zelllysaten nur ein Mal durchgefihrt, weshalb die Daten hier nicht graphisch

dargestellt werden.

4.2 Herstellung einer SSADH-defizienten Flp-In™ HEK293-Zell-
linie

Bei der transienten Transfektion der modifizierten Plasmide in die HEK293T-SSADH-
KO-Zellen variiert die Expression der rekombinanten Proteine je nach Transfektionseffi-
zienz. Um eine stabile SSADH-Expression zu gewahrleisten, wurde in dieser Arbeit das
Flp-In™ System etabliert. Mit diesem System kénnen die SSADH-Missense-Varianten
ins Genom integriert und anschlieRend stabil exprimiert werden (Pop et al., 2020). Zuvor
wurde mithilfe der CRISPR/Cas-Technik das endogene, fir die SSADH kodierende
ALDH5A1-Gen in den zum Flp-In™ System gehdrigen Flp-In™ HEK293-Zellen ausge-
schaltet und somit ein SSADH-Knock-Out in den Zellen erzielt.

Zu diesem Zweck wurden die in der AG Tikkanen existierenden SSADH-gRNA1- und
-gRNA2-px459-Plasmide (Brennenstuhl et al., 2020) in die Flp-In™ HEK293-Zellen
transfiziert. Da die px459-Plasmide ein Puromycin-Resistenzgen enthielten, wurden die
transfizierten Zellen mit Puromycin (2 pg/ml) selektiert. Anschlieend wurden die Zellen
vereinzelt und kultiviert. Sobald ausreichend Zellen eines Klons vorhanden waren, wur-
den die Zellen geerntet. Der SSADH-Knock-Out wurde mittels W estern Blot und Sequen-

zierung verifiziert.

Abbildung 6 zeigt einen Western Blot mit Klonen, bei denen kein SSADH-Signal er-
schien. Anhand der Positivkontrolle aus parentalen Flp-In™ HEK293-Zellen konnte eine
SSADH-Expression nachgewiesen werden, obwohl weniger Protein als bei den ver-
schiedenen Klonen aufgetragen wurde. Dies verdeutlichte das, verglichen mit den Lysa-
ten der Klone, sehr schwache GAPDH-Signal. Trotz der groReren aufgetragenen Pro-
teinmenge wurde bei den Klonen keine SSADH-Expression im Western Blot detektiert.

Es entstand kein SSADH-Signal trotz langer Belichtung des Rontgenfilms, was auf einen
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gelungenen SSADH-Knock-Out hindeutet. Dies war nicht bei allen untersuchten Klonen
der Fall. Es gab einige Klone, bei denen im W estern Blot eine SSADH-Expression nach-
gewiesen werden konnte (nicht gezeigt). Diese Klone wurden vernichtet und mit ihnen

wurde nicht weitergearbeitet.

SSADH 54 kDa
GAPDH 35 kDa - e s S -

Abbildung 6: Western Blot des SSADH-Knock-Out in Flp-In™ HEK293-Zellen: Es
wurden Flp-In"" HEK293-Zellen mit den Plasmiden SSADH-gRNA 1-px459 und SSADH-
gRNA2-px459 transfiziert, um das endogene ALDH5A 1-Gen auszuschalten. Mithilfe des
Western Blots wurde (berpriift, ob die Klone SSADH exprimierten. Die Klone 1/x wurden
mit gRNA1, die Klone 2/x mit gRNAZ2 transfiziert und anschlieBend (ber Nacht mit Puro-
mycin (2 ug/ml) selektiert. Da nach der Selektion mit Puromycin nicht sichergestellt wer-
den konnte, dass das ALDH5A 1-Gen aus allen Zellen homolog ausgeknockt wurde, wur-
den die Zellen vereinzelt. Sobald ausreichend Zellen eines Einzelzellklons vorhanden
waren, wurden aus einem Teil der Zellen Zelllysate mit Lysepuffer hergestellt und die
Proteinkonzentrationen mittels Bradford-Proteinbestimmung ermittelt. Es wurden pro
Spur 2 ug Protein auf das 10% Polyacrylamidgel aufgetragen. Das SSADH-Protein
wurde mit dem Anti-SSADH-Antikérper (Abcam, ab129017) detektiert. Dieser Versuch
wurde ein Mal durchgefiihrt, da er nur zur Identifikation der Knock-Out-Klone diente. Ein
Lysat aus nicht-transfizierten Flp-In™ HEK293-Zellen (Flp In) diente als Positivkontrolle
flir den Western Blot.

Bei den Klonen, bei denen im Western Blot keine SSADH-Expression nachgewiesen
wurde, wurde die genomische ALDH5A 1-Sequenz um der gRNA-Sequenz herum uber-
pruft. Hierfir wurde die entsprechende Sequenz mittels PCR aus der genomischen DNA
nach dem Protokoll des Phire™ Tissue Direct PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific)
amplifiziert. Mit diesem Kit konnte die PCR ohne vorherige DNA-Aufreinigung direkt aus
Zellpellets durchgeflhrt werden. Als Primer wurden hSSADH-Intron fwd 1 und hSSADH-
Intron rev verwendet. Die fertigen PCR-Ansatze wurden in einem 1%igen Agarosegel
mit Ethidiumbromid (1:10.000) aufgetrennt.

Abbildung 7 zeigt das entsprechende Agarosegel. Die Banden bei 520 bp wurden aus
dem Gel ausgeschnitten, aufgereinigt und sequenziert. Da bei den Klonen 2/1 und 2/4
keine sauberen Banden bei 520 bp entstanden waren, wurde die PCR sowie die elekt-

rophoretische Auftrennung wiederholt und anschlief’end die Sequenz bestimmt.
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Abbildung 8 stellt die Ergebnisse der Sequenzierung dar. Ein homozygoter Knock-Out
von SSADH aus dem Genom der Flp-In™ HEK293-Zellen gelang bei den beiden Klonen
1/1 und 2/2. In Klon 1/1 wurde eine Base ins Exon 3 des ALDH5A1-Gen eingefugt (In-
sertion), in Klon 2/2 wurde eine Base im Exon 3 des ALDH5A 1-Gen entfernt (Deletion).
Sowohl durch die Insertion als auch durch die Deletion verandert sich das Leseraster fur
die Basentripletts hinter der Mutation und es kommt zu einer veranderten Polypeptidkette
(Schaaf & Zschocke, 2013).

> & S >~ v & » b
s SF FISSIS
Qd I O s & &
e £L8ELLST

T e o= w 1 E
———

Abbildung 7: Elektrophoretische Auftrennung der PCR-Ansétze im Agarosegel:
Die genomische DNA der Klone, bei denen keine SSADH-Expression im Western Blot
nachgewiesen wurde, wurde mit dem Phire™ Tissue Direct PCR Master Mix (Thermo
Fisher Scientific) vervielféltigt. Als Primer wurden hSSADH-Intron fwd 1 und hSSADH-
Intron rev verwendet. Die Annealing-Temperatur betrug 66°C. AnschlieBend wurden die
PCR-Ansétze in einem Agarosegel aufgetrennt. Als Kontrolle dienten nicht-transfizierte
Flp-In™ HEK293-Zellen (Flp In).
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A Exon 3 mit gRNAl, gRNA2 und PAM

GGAAAGCCACTGAAGGAGGCACATGGAGAAATTCTCTATTCCGCCTTTTTCCTAGAGTG
GTTCTCTGAGGAAGCCCGCCGTGTTTACGGAGACATTATCCACACCCCGGCAAAGGACA
GGCGGGCCCTGGTCCTCAAGCAGCCCATAGGCGTGCGCTGCAGTCATCACCCCG

B Klon 1/1: [NSSESNSNSNNN -co-n PAN

ACACAGAGCCATGCTTTTATTATTAGAAGGTAATACGTGGGTTCTTTTCTGATTTAATT
TAGGGAAAGCCACTGAAGGAGGCACATGGAGAAATTCTCTATTCCGCCITTTTTCCTAG
AGTGGTTCTCTGAGGAAGCCCGCCGTGTTTACGGAGACATTATCCACACCCCGGCAAAG
GACAGGCGGGCCCTGGTCCTCAAGCAGCCCATAGGCGTGGCTGCAGTCATCACCCCGGT
AGGTGACAGGATCAGCAAGATCCTAGGGTGGGAGATTGGATAGGGAGTTGGGAAACAAT
TCATTCTTCCTCGTGAGCAGGTGTGCTCATCCTGTTAGTTTTGTCACCTGTTCCTGGTT
TCCTGATGCTTTTG

¢ Klon 2/2: [ENSENSEINSHNNE -co-- BAN

GGACACAGAGCCATGCTTTTATTATTAGAAGGTAATACGTGGGTTCTTTTCTGATTTAA
TTTAGGGAAAGCCACTGAAGGAGGCACATGGAGAAATTCTCTATTCCGCCTTTTTCCTA
GAGTGGTTCTCTGAGGAAGCCCGCCGTGTTTACGGAGACATTATCCACACCCCGGCAAA
GGACAGGCGGGCCCTGGTCCTCAAGCAGCCCATAIGCGTGGCTGCAGTCATCACCCCGG
TAGGTGACAGGATCAGCAAGATCCTAGGGTGGGAGATTGGATAGGGAGTTGGGAAACAA
TTCATTCTTCCTCGTGAGCAGGTGTGCTCATCCTGTTAGTTTTGTCACCTGTTCCTGGT
TTCCTGATGCTTTT

Abbildung 8: Sequenzierungsanalyse des SSADH-Knock-Out in Flp-In™ HEK293-
Zellen: Abbildung A stellt die genomische Sequenz von Exon 3 der SSADH-Sequenz
dar. Es wurden die Sequenzen der gRNA1 und gRNAZ2 sowie der PAMSs farbig hinterlegt.
Abbildungen B und C zeigen die Ergebnisse der Sequenzierung der Klone 1/1 und 2/2.

Nachdem die Ergebnisse der Sequenzierung ausgewertet worden waren, wurden die
Klone ohne erfolgreichen oder mit einem unklaren SSADH-Knock-Out vernichtet. Die
Klone mit heterozygotem SSADH-Knock-Out wurden eingefroren und aus der Kultur ge-
nommen. Von den beiden Klonen mit homozygotem SSADH-Knock-Out (siehe Abbil-
dung 8) wurden mehrere Ampullen eingefroren. Aul’erdem wurden diese als Klon 1 und
2 weiter kultiviert, um im nachsten Schritt eine Immunfluoreszenzfarbung mit diesen Zel-
len durchzufuhren (siehe Kapitel 4.3) und das Wildtyp-ALDH5A 1-Gen in das Genom die-
ser beiden Flp-In™ HEK293-SSADH-KO-Zellklonen zu integrieren (siehe Kapitel 4.4).
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4.3 Immunfluoreszenzfarbung von Flp-In™ HEK293-Zellen

Um das Auftreten und die subzellulare Lokalisation von SSADH sowie das Aussehen
der Mitochondrien in Zellen, welche SSADH-Mangel verursachende Missense-Varianten
exprimierten, zu beurteilen, wurde eine Immunfluoreszenzfarbung durchgefihrt. Daflr
wurden die zum Flp-In™ System gehoérenden Flp-In™ HEK293-Zellen verwendet, da
diese flacher als HEK293T-Zellen sind und das Zytosol-zu-Kern-Verhaltnis hoher ist. Es
wurden Flp-In™HEK293-Zellen vor dem SSADH-Knock-Out, nicht-transfizierte Flp-In™
HEK293-SSADH-KO-Zellen (Klon 1) und mit pcDNA3-Plasmiden transient transfizierte
Flp-IN"™MHEK293-SSADH-KO-Zellen (Klon 1) gefarbt. Mithilfe der transienten Transfek-
tion wurden die Wildtyp-SSADH sowie die SSADH-Missense-Varianten Gly268Glu,
Gly284Asp, Phed419Leu und Gly441Arg in die Zellen eingeschleust.

In Abbildung 9 werden Flp-In™HEK293-Zellen vor und nach dem SSADH-Knock-Out
dargestellt. In den Flp-IN™HEK?293-Zellen vor dem SSADH-Knock-Out wurde endogene
SSADH exprimiert und war in den mit dem Mitotracker angefarbten Mitochondrien loka-
lisiert. Die Mitochondrien hatten eine tubulare Form und bildeten ein retikulares Netz-
werk. In den Flp-In"MHEK293-SSADH-KO-Zellen erschien trotz des SSADH-Knock-Outs
ein geringes SSADH-Signal. Dies ist damit zu erklaren, dass der verwendete SSADH-
Antikérper nicht 100% spezifisch ist und deswegen gegebenenfalls andere Aldehyd-De-
hydrogenasen an den Mitochondrien angefarbt wurden. Dies storte jedoch bei der Beur-
teilung der transfizierten Flp-IN"™ HEK293-SSADH-KO-Zellen nicht, da durch die Uber-

expression das Hintergrundsignal Ubertont wurde (vergleiche Abbildung 10).
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SSADH-AK Mitotracker Overlay

Flp-In™ HEK293

Flp-In™ HEK293-SSADH-KO

Abbildung 9: Inmunfluoreszenzfidrbung von SSADH und Mitochondrien in Flp-In™
HEK293-Zellen (Klon 1) vor und nach dem SSADH-Knock-Out: Die Zellen wurden
30 min mit dem Mitotracker (100 nM) inkubiert und mit Methanol bei -20°C fixiert. Die
unspezifischen Bindungsstellen wurden mit 1% BSA in PBS blockiert, bevor der Anti-
SSADH- (Abcam, ab155493) und anschlieBend der Sekundéarantikérper (Invitrogen,
Anti-Kaninchen Alexa-Fluor448) verwendet wurden. Die Deckgldschen wurden mit
Fluoromount™ Aqueous Mounting Medium mit DAPI (1:1.000) eingedeckelt und bei 4°C
gelagert. Die Farbung wurde zwei Mal durchgefiihrt. Der Mal3stabbalken kennzeichnet
10 um.

In Abbildung 10 A werden in der obersten Reihe nicht-transfizierte Flp-In™ HEK293-
SSADH-KO-Zellen dargestellt. Die transfizierte Wildtyp-SSADH war in den Mitochond-
rien lokalisiert und es war ein starkes griines Signal sichtbar, was darauf hindeutet, dass
viel SSADH exprimiert wurde. Die Mitochondrien sahen tubulér aus und bildeten ein
Netzwerk. Die SSADH-Gly268Glu-Variante war in den Mitochondrien lokalisiert. Die In-
tensitat des SSADH-Signals war vergleichbar mit den mit dem SSADH-Wildtyp trans-
fizierten Zellen. Die SSADH-Expression schien also nicht reduziert zu sein, was mit den
Ergebnissen im Western Blot korreliert (vergleiche Abbildung 4). Bei der SSADH-Vari-
ante Gly284Asp erschien wenig grunes Signal. Es war also wahrscheinlich wenig
SSADH vorhanden. Dies stimmt ebenfalls mit den Ergebnissen aus dem Western Blot
Uberein (vergleiche Abbildung 4). Die Mitochondrien stellten sich als einzelne Punkte
dar, was so wirkte, als hatten sie ihr Netzwerk verloren und waren fragmentiert. Bei den
in Abbildung 10 B dargestellten SSADH-Varianten Phe419Leu und Gly441Arg erschien
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wieder ein starkes SSADH-Signal. Die SSADH-Expression wirkte bei den Varianten
nicht reduziert, was ebenfalls mit den Ergebnissen aus dem Western Blot Ubereinstimmt
(vergleiche Abbildung 4). Beide Varianten waren in den Mitochondrien lokalisiert und die

Mitochondrien sahen unter ndherer Betrachtung zum Teil fragmentiert aus.

SSADH-AK Mitotracker Overlay

Flp-InTM HEK293-SSADH-KO 3>

SSADH-Gly268GIu WT-SSADH

SSADH-Gly284Asp
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B SSADH-AK Mitotracker Overlay

SSADH-Phe419Leu

SSADH-Gly441Arg

Abbildung 10 (A und B): Immunfluoreszenzfarbung von SSADH und Mitochond-
rien in nicht-transfizierten und transfizierten Flp-In™ HEK293-SSADH-KO-Zellen
(Klon 1): Es wurden Flp-In"™" HEK293-SSADH-KO-Zellen mit den SSADH-Wildtyp und
SSADH-Missense-Varianten enthaltenden pcDNA3-Plasmiden transient transfiziert und
anschlieBend auf Deckgldschen ausgesét. Die Immunfluoreszenzfarbung erfolgte wie
unter Abbildung 9 beschrieben. Die Farbung wurde fiinf Mal durchgefiihrt. Zum Vergleich
werden nicht-transfizierte Flp-In™ HEK293-SSADH-KO-Zellen dargestellt. Der Mal3-
stabbalken kennzeichnet 10 um.

4.4  Stabile SSADH-Wildtyp-Expression in Flp-In™ HEK293-
SSADH-KO-Zellen

Mithilfe des Flp-In™ Systems kann ein beliebiges Gen ins Genom einer Flp-In™Wirts-
zelllinie integriert werden. Als Flp-In™ Wirtszelllinie dienten die Flp-In™ HEK293-
SSADH-KO-Zellen, aus denen die endogene SSADH, wie unter Kapitel 4.2 beschrieben,
ausgeknockt wurde. Diese Zellen enthalten in ihrem Genom eine FRT-Sequenz. Eine
solche FRT-Sequenz befindet sich ebenfalls in dem pcDNA5/FRT-Expressionsvektor. In
dieses Plasmid kann ein beliebiges Gen eingebaut und im Anschluss Uber die Flp-Re-
kombinase-vermittelte DNA-Rekombination an der FRT-Stelle in das Genom integriert
werden. Da das pcDNA5/FRT-Plasmid eine Hygromycin-Resistenz enthalt, kbnnen die
Zellen nach der Transfektion mit Hygromycin selektiert werden. Abbildung 11 zeigt eine

schematische Darstellung des Flp-In™ Systems.
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Flp-In™ Expressionszelllinie

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Flp-In™ Systems (modifiziert nach In-
vitrogen Corporation, 2010; https://www.thermofisher.com/document-
connect/document-connect.html?url=https.//assets.thermofisher.com/TFS-As-
sets%2FLS G%2Fmanuals% 2Ffipinsystem_man.pdf): Oben wird die Sequenz der Flip-
In™ Wirtszelllinie dargestellt. Die Zellen enthalten einen SV40-Promotor (Psvso), ein
ATG-Startcodon (ATG), eine FRT-Stelle (FRT), das lacZ-Zeocin™-Fusionsgen (lacZ-
Zeocin) sowie ein Ampicillin-Gen (Amp) und einen Replikationsursprung (pUC ori).
Durch das lacZ-Zeocin™-Fusionsgen, dessen Expression durch den SV40-Promotor ge-
steuert wird, erhalten die Zellen eine Zeocin-Resistenz. Der pcDNAS/FRT-Expressions-
vektor mit einem eingebauten Gen (GOI, gene of interest) wird zusammen mit dem
pOG44-Plasmid in die Wirtszelllinie kotransfiziert. Das pOG44-Plasmid exprimiert die
Rekombinase Flippase (FLP) unter der Kontrolle des CMV-Promotors (Pcuv). AuBerdem
enthélt das pOG44-Plasmid ein synthetisches Intron (Intron), das die Expression des
Flp-Gens verstérkt. Die FIp-Rekombinase vermittelt eine DNA-Rekombination zwischen
der FRT-Stelle im Genom der Wirtszelllinie und der FRT-Stelle im pcDNA5/FRT-Plas-
mid. Das pcDNAS/FRT-Plasmid enthélt ein Hygromycin-Resistenzgen (Hygromycin), ei-
nen Replikationsursprung (pUC ori) und ein Ampicillin-Gen (Amp). Die Expression des
eingebauten Gens (GOI) steht unter der Kontrolle eines CMV-Promotors (Pcmv). Es folgt
eine Polyadenylierungssequenz (BGH pA, bovine growth hormone polyadenylation sig-
nal). Unten wird die entstandene Flp-In™ Expressionszelllinie mit der integrierten Ex-
pressionskassette des pcDNAS/FRT-Plasmids dargestellt. Diese Zellen sind gegen Hy-
gromycin resistent und exprimieren das in den pcDNAS/FRT-Expressionsvektor inte-
grierte Gen stabil.
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441 Integration des SSADH-Wildtyp in das pcDNA5/FRT-Plasmid

Um nun das fiir die SSADH kodierende ALDH5A1-Gen in das Genom der Flp-In™
HEK293-SSADH-KO-Zellen zu integrieren, wurde das offene Leseraster (ORF) des
Gens zusammen mit der untranslatierten Region (5’UTR) zunachst in das Expressions-
plasmid, das pcDNAS/FRT-Plasmid, eingebaut. Dazu wurde das SSADH-Insert aus dem
hSSADH-5‘UTR-pcDNA3-Plasmid ausgeschnitten und mittels Klonierung in das
pcDNAS/FRT-Plasmid eingebaut (siehe Abbildung 12). Die hergestellten Plasmide wur-
den mit der Restriktionsanalyse und Sequenzierung Uberprift. Abbildung 13 stellt die
Ergebnisse der Restriktionsanalyse dar. Fir die Isolation groRerer DNA-Mengen wurde
von den hSSADH-pcDNAS/FRT Klonen 3 und 4 eine Midi-Plasmidpraparation durchge-

fihrt und es wurden Glycerin-Stocks angelegt.

hSSADH-5‘UTR-

pcDNA3

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Umklonierung der Wildtyp-SSADH in
das pcDNAS5/FRT-Plasmid (modifiziert nach Invitrogen Corporation, 2010;
https.//www.thermofisher.com/document-connect/document-
connect.html?url=https.//assets.thermofisher.com/TFS-Assets%2FLSG%2Fmanu-

als% 2Fflpinsystem_man.pdf): Das SSADH-Insert (5°UTR und ORF) wurde mithilfe der
Restriktionsenzyme BamH | und Xho | aus dem hSSADH-5UTR-pcDNA3-Plasmid
(Brennenstuhl et al., 2020) ausgeschnitten. Der pcDNAS/FRT-Vektor wurde mit den glei-
chen Restriktionsenzymen gespalten (griin markiert; es werden auch die anderen még-
lichen Restriktionsstellen des pcDNAS/FRT-Plasmids dargestellt). Die bei dem Restrik-
tionsverdau entstandenen DNA-Fragmente wurden in einem Agarosegel elektrophore-
tisch voneinander getrennt. Das SSADH-Insert (circa 1.700 bp) wurde aus dem Gel aus-
geschnitten. Die Vektorbande (pcDNAS/FRT bei circa 5.000 bp) diente zur Kontrolle des
Restriktionsverdau. Das aus dem Gel ausgeschnittene Insert und der restliche Restrikti-
onsverdau des pcDNA5/FRT-Vektors wurden aufgereinigt. AnschlieRend wurde das In-
sert mittels Ligation in den Vektor eingefiigt.
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Abbildung 13: Restriktionsanalyse der hSSADH-pcDNAS5/FRT-Plasmide: Das
SSADH-Insert wurde mittels Klonierung in das pcDNAS/FRT-Plasmid eingebaut. Nach
der Transformation in E. coli XL-1 blue wurden neun Kolonien gepickt und die DNA von
diesen prépariert. Es folgte ein Restriktionsverdau mit Bam HI und Xho I. Die Proben
wurden in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Bei den Klonen 3, 4, 6, 7,
und 9 erschienen eine Vektorbande bei circa 5.000 bp und eine Insertbande bei circa
1.700 bp. Die Mini-Plasmidprdparationen von diesen Klonen wurden sequenziert.

4.4.2 Uberpriifung des hSSADH-pcDNA5/FRT-Plasmids

Um zu Uberprufen, ob die neu hergestellten hSSADH-pcDNAS/FRT-Plasmide funktio-
nierten, wurden die Klone 3 und 4 transient in HEK293T-SSADH-KO-Zellen (Brennen-
stuhl et al., 2020) transfiziert. Die nach der Transfektion von den HEK293T-SSADH-KO-
Zellen exprimierten Wildtyp-SSADH-Enzyme wurden mithilfe des W estern Blots und des
SSADH-Aktivitatsassays, wie unter Kapitel 4.1.2 und 4.1.3 beschrieben, charakterisiert.

Abbildung 14 stellt die Ergebnisse des Western Blots dar. Es erschien ein deutliches
Signal bei 54 kDa beim hSSADH-5'UTR-pcDNA3-Plasmid, das als Positivkontrolle
diente. Die Plasmide hSSADH-pcDNAS/FRT Klon 3 und 4 zeigten ebenfalls eine deutli-
che SSADH-Expression.

Die Ergebnisse des SSADH-Aktivitdtsassays werden in Abbildung 15 abgebildet. Es
konnte gezeigt werden, dass die SSADH-AKktivitat der transient transfizierten hSSADH-
pcDNAS/FRT Klone vergleichbar mit dem transient transfizieten hSSADH-5UTR-
pcDNA3-Plasmid war. Da verdeutlicht werden konnte, dass beide neu hergestellten
hSSADH-pcDNAS5/FRT-Klone gut funktionierten, wurde im Folgenden mit dem hSSADH-
pcDNAS/FRT Klon 3 weitergearbeitet.
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Abbildung 14: Western Blot zur Uberpriifung der hSSADH-pcDNA5/FRT-Plasmide:
Es wurden HEK293T-SSADH-KO-Zellen mit den Plasmiden hSSADH-5UTR-pcDNA3
sowie hSSADH-pcDNAS/FRT Klon 3 und 4 transient transfiziert. Nach der Zelllysather-
stellung mit Lysepuffer wurden pro Spur 2 ug Protein auf das 10% Polyacrylamidgel auf-
getragen. Das SSADH-Protein wurde mit dem Anti-SSADH-Antikbrper (Abcam,
ab129017) detektiert. Dieser Versuch wurde ein Mal zur Uberpriifung der hSSADH-
pcDNAS/FRT-Plasmide durchgefiihrt. Als Ladekontrolle diente GAPDH. Das Lysat aus
nicht-transfizierten HEK293T-SSADH-KO-Zellen diente als Negativkontrolle.
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Abbildung 15: SSADH-Aktivititsassay zur Uberpriifung der hSSADH-
PcDNAS/FRT-Plasmide: Gemessen wurde die Fluoreszenz und damit die Umsetzung
von NAD" zu NADH bei 355 nm Exzitation und 470 nm Emission ein Mal pro Minute (iber
40 min. Dafiir wurden die Plasmide hSSADH-5UTR-pcDNA3 sowie hSSADH-
pPcDNAS/FRT Klon 3 und 4 transient in HEK293T-SSADH-KO-Zellen transfiziert. Die
Zelllysate wurden 1:10 in destilliertem Wasser verdiinnt und in Duplikaten gemessen.
Die Mittelwerte wurden mit Microsoft Excel bestimmt. Da der Versuch nur ein Mal durch-
geflihrt wurde, konnte keine interferenzstatistische Auswertung erfolgen.
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4.4.3 Stabile Expression von Wildtyp-SSADH in Flp-InT™ HEK293-SSADH-
KO-Zellen

Im nachsten Schritt wurde das neu hergestellte hSSADH-pcDNAS5/FRT-Plasmid (siehe
Kapitel 4.4.1 und 4.4.2) durch stabile Transfektion in das Genom der Flp-In™ HEK293-
SSADH-KO-Zellen eingebaut. Dazu wurde nach dem Protokoll des Flp-In™ Kits (Thermo
Fisher Scientific) gearbeitet. Das pOG44-Plasmid wurde im Verhaltnis 9:1 mit dem
hSSADH-pcDNA5/FRT-Plasmid in die Flp-In™ HEK293-SSADH-KO-Zellen kotrans-
fiziert. Nach der Kotransfektion vermittelte die vom pOG44-Plasmid exprimierte FlIp-Re-
kombinase ein homologes Rekombinationsereignis zwischen den FRT-Stellen, sodass
die Expressionskassette des hSSADH-pcDNA5/FRT-Plasmids in das Genom der Flp-
IN™HEK293-SSADH-KO-Zellen eingefiigt wurde (siehe Abbildung 11).

Zu dem Flp-In™ Kit gehort ein Kontrollplasmid, welches das CAT-Gen enthalt und nach
Kotransfektion mit pOG44 in die Flp-In™ Zellen die Chloramphenicol-Acetyltransferase
(CAT) exprimiert. Die CAT ist ein bakterielles Enzym, welche das Antibiotikum Chlor-
amphenicol acetyliert. Es ist der hdufigste Mechanismus der mikrobiellen Resistenz ge-
gen Chloramphenicol (Shaw & Leslie, 1991). Die CAT-Expression kann mit verschiede-
nen Methoden nachweisen werden, z. B. mit einer W estern-Blot-Analyse. Dieser positive
Kontrollvektor soll zeigen, dass das Flp-In™ System ordnungsgemaf funktioniert. Das
pcDNAS/FRT/CAT-Plasmid wird in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16: Schematische Darstellung des pcDNAS5/FRT/CAT-Plasmid (modifi-
ziert nach Invitrogen  Corporation;  https://www.thermofisher.com/document-
connect/document-connect.html?url=https% 3A% 2F % 2Ftools.thermofis-

her.com% 2Fcontent% 2Fsfs%2Fvectors%2Fpcdnabfricat_map.pdf):

Das pcDNAS5/FRT/CAT-Plasmid besteht aus 5.858 bp und ist wie das pcDNA5/FRT-
Plasmid aufgebaut (vergleiche Abbildung 11). Allerdings wurde in die Sequenz bereits
das CAT-Gen integriert.

61


https://www.thermofisher.com/document-connect/document-connect.html?url=https%3A%2F%2Ftools.thermofisher.com%2Fcontent%2Fsfs%2Fvectors%2Fpcdna5frtcat_map.pdf
https://www.thermofisher.com/document-connect/document-connect.html?url=https%3A%2F%2Ftools.thermofisher.com%2Fcontent%2Fsfs%2Fvectors%2Fpcdna5frtcat_map.pdf
https://www.thermofisher.com/document-connect/document-connect.html?url=https%3A%2F%2Ftools.thermofisher.com%2Fcontent%2Fsfs%2Fvectors%2Fpcdna5frtcat_map.pdf

Ergebnisse

Als Positivkontrolle wurde deshalb das pcDNA5/FRT/CAT-Plasmid mit dem pOG44-
Plasmid ebenfalls im Verhaltnis 9:1 in die Flp-In"™HEK293-SSADH-KO-Zellen kotrans-
fiziert. Zusatzlich wurden die Flp-In™HEK293-SSADH-KO-Zellen als Flp-Rekombinati-
onskontrolle nur mit dem hSSADH-pcDNA5/FRT-Plasmid (ohne pOG44) transfiziert.
Nicht-transfizierte FIp-In™ HEK293-SSADH-KO-Zellen wurden mitgefiihrt.

Mit der Transfektion verloren die Zellen ihre Zeocin-Resistenz und erhielten eine Hy-
gromycin-Resistenz, sodass die transfizierten Zellen mit Hygromycin (100 pg/ml) selek-
tiert werden konnten. Dabei sollten die nicht-transfizierten und ohne das pOG44-Plasmid
transfizierten Zellen sterben und nur die kotransfizierten, Hygromycin-resistenten Zellen
Uberleben. Falls dies nicht der Fall war, musste die Hygromycin-Behandlung wiederholt

werden.

Nach zwei bis drei Wochen bildeten sich Kolonien. Sobald die Kolonien gut sichtbar
waren, wurden diese gepickt und weiter kultiviert. Wenn genug Zellen eines Klons vor-
handen waren, konnte ein Teil der Zellen geerntet und Zellysate mit dem Lysepuffer
hergestellt werden. Die Klone wurden mittels Western Blot auf die Expression von
SSADH bzw. CAT (nicht dargestellt) untersucht, um zu Gberprifen, ob der Knock-In er-

folgreich war.

Abbildung 17 stellt die Ergebnisse des SSADH-Knock-Ins dar. Das Lysat aus den par-
entalen Flp-In™ HEK293-Zellen diente als Positivkontrolle, da diese Zellen endogene
SSADH exprimieren. Obwohl bei der Ladekontrolle mit GAPDH gezeigt werden konnte,
dass Protein aufgetragen wurde, erschien hier kein Signal. Wahrscheinlich war das Sig-
nal nicht stark genug, da die Zellen weniger (endogene) SSADH exprimierten als die mit
der Wildtyp-SSADH transfizierten Flp-In™ HEK293-SSADH-KO-Zellen. Von den mit der
Wildtyp-SSADH stabil transfizierten Flp-In™ HEK293-SSADH-KO-Zellen exprimierten
manche Klone SSADH. Der SSADH-Knock-In ist allerdings nur bei den Zellen gelungen,
in denen das endogene ALDH5A7-Gen zuvor mit der gRNA1 ausgeknockt wurde
(Klon 1/1). Bei den Klonen 1/a-e entstand ein kraftiges SSADH-Signal im Western Blot,
bei den Klonen 2/a-b konnte kein SSADH-Signal detektiert werden. Ein Lysat aus Flp-
IN™ HEK293-SSADH-KO-Zellen diente als Negativkontrolle. Hier erschien kein SSADH-
Signal im Western Blot. Die Zellen mit einem erfolgreichen Knock-In wurden eingefroren

und stehen fur weitere Experimente zur Verfugung.
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Abbildung 17: Western Blot des SSADH-Knock-In in Flp-In™ HEK293-SSADH-KO-
Zellen: Es wurden Flp-In" HEK293-SSADH-KO-Zellen mit den Plasmiden pOG44 und
hSSADH-pcDNAS/FRT im Verhéltnis 9:1 transfiziert. Nach der Selektion mit Hygromycin
wurden einzelne Kolonien gepickt, kultiviert und Zelllysate hergestellt. Fiir den Western
Blot wurden 2 ug Protein auf das 10% Polyacrylamidgel aufgetragen. Das SSADH-Pro-
tein wurde mit dem Anti-SSADH-Antikérper (Abcam, ab129017) detektiert. Als Ladekon-
trolle diente GAPDH. Der Versuch wurde ein Mal durchgefiihrt. Das Lysat aus Flp-In™
HEK293-Zellen (Flp In) diente als Positivkontrolle, das Lysat aus Flp-In"" HEK293-
SSADH-KO-Zellen als Negativkontrolle.

4.5 Herstellung von SSADH-Missense-Mutationen enthaltenden
pcDNAS/FRT-Plasmiden

Nachdem die stabile Expression des SSADH-Wildtyps in Flp-In™ HEK293-SSADH-
KO-Zellen gelungen war, kénnen auch andere SSADH-Varianten von diesen Zellen
stabil exprimiert und anschlieRend analysiert werden. Dazu mussen die SSADH-Mis-
sense-Mutationen in das hSSADH-pcDNAS/FRT-Expressionsplasmid eingebaut wer-

den.

Mithilfe der In-vitro-Mutagenese wurden die in dieser Arbeit genauer untersuchten Mu-
tationen sowie einige weitere pathogene SSADH-Varianten in das hSSADH-
pcDNAS/FRT-Plasmid integriert. Die Doppelmutation hSSADH-His180Tyr-Asn255Asp
wurde mithilfe der Klonierung aus dem in der AG Tikkanen existierenden hSSADH-
His180Tyr-Asn255Asp-pcDNA3-Plasmid ausgeschnitten und in das pcDNAS/FRT-Plas-
mid eingebaut. Tabelle 18 gibt, erganzend zu Tabelle 17, einen Uberblick tber die Mis-

sense-Varianten.
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Tabelle 18: SSADH-Missense-Varianten mit den entsprechenden Aminoséuresubstituti-
onen und der betroffenen Doméne (Ergénzung zu Tabelle 17)

Exon | Genetische Variante | Aminosauresubstitution Betroffene Domane
1 c.278G>T p.Cys93Phe NAD*-Bindungsdoméane
3 c.538C>T p.His180Tyr Oligomerisierungsdomane
5 c.763A>G p.Asn255Asp NAD?*-Bindungsdoméane

Die entstandenen Plasmide sind in Tabelle 19 aufgelistet. Diese wurden zur Amplifika-
tion in E. coli XL-1 blue transformiert. Anschlief3end folgten eine DNA-Praparation sowie

die Uberpriifung der hergestellten Plasmide mittels Sequenzierung.

Tabelle 19: SSADH-Missense-Varianten enthaltende hSSADH-pcDNAS/FRT-Kon-
strukte

Hergestellte pcDNA5/FRT-Konstrukte
hSSADH-GIly268Glu-pcDNA5/FRT
hSSADH-Gly284Asp-pcDNA5/FRT
hSSADH-Phe419Leu-pcDNAS/FRT
hSSADH-Gly441Arg-pcDNAS5/FRT
hSSADH-Cys93Phe-pcDNAS/FRT
hSSADH-His180Tyr-pcDNA5/FRT
hSSADH-Asn255Asp-pcDNA5/FRT
hSSADH-His180Tyr-Asn255Asp-pcDNAS/FRT

Um zu Uberprifen, ob die pcDNA5S/FRT-Konstrukte ahnliche Ergebnisse wie die bis-
herigen Versuche mit den entsprechenden pcDNA3-Konstrukten ergaben, wurden die
pcDNAS5-Konstrukte zunachst transient in HEK293T-SSADH-KO-Zellen transfiziert. Die
nach der Transfektion von den HEK293T-SSADH-KO-Zellen exprimierten Varianten des
SSADH-Enzyms wurden mithilfe des Western Blots und des SSADH-Aktivitatsassays,

wie unter Kapitel 4.1.2 und 4.1.3 beschrieben, charakterisiert.

Die Ergebnisse des Western Blot werden in Abbildung 18 dargestellt. Es zeigte sich
eine deutliche SSADH-Expression beim SSADH-Wildtyp (WT) sowie bei den SSADH-
Varianten Gly268Glu, Phe419Leu, Gly441Arg und His180Tyr. Wie auch in Abbildung 4,
erschien das SSADH-Signal bei der Variante Gly441Arg unterhalb von 54 kDa. Bei den
Varianten Gly284Asp und Cys93Phe wurde eine geringe SSADH-Expression detektiert.
Es wurde kein SSADH-Protein bei den Varianten Asn255Asp und His180Tyr-Asn255Asp
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exprimiert. Das Lysat aus nicht-transfizierten HEK293T-SSADH-KO-Zellen diente als
Negativkontrolle und zeigte kein SSADH-Signal.

Abbildung 19 zeigt die Ergebnisse des SSADH-Aktivitdtsassays. In diesem wurde bei
der Variante His180Tyr eine relative Restaktivitdt von 63,5% der Wildtyp-Aktivitat ge-
messen. Bei den restlichen SSADH-Missense-Varianten lag keine Restaktivitat vor. Die
Ergebnisse des Western Blots und des SSADH-Aktivitatsassays verdeutlichen, dass die
hier hergestellten pcDNAS/FRT-Konstrukte funktionieren und in weiteren Versuchen ver-

wendet werden konnen.
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Abbildung 18: Western Blot zur Uberpriifung der SSADH-Missense-Varianten ent-
haltenden pcDNAS5/FRT-Plasmide: Es wurden HEK293T-SSADH-KO-Zellen mit den
SSADH-Wildtyp und SSADH-Missense-Mutationen enthaltenden pcDNAS/FRT-Plasmi-
den transient transfiziert. Nach der Zelllysatherstellung mit Lysepuffer wurden pro Spur
2 ug Protein auf das 10% Polyacrylamidgel aufgetragen. Das SSADH-Protein wurde mit
dem Anti-SSADH-Antikérper (Abcam, ab129017) detektiert. Dieser Versuch wurde ein
Mal zur Uberpriifung der pcDNA5/FRT-Plasmide durchgefiihrt. Als Ladekontrolle diente
GAPDH.
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Abbildung 19: SSADH-Aktivititsassay zur Uberpriifung der SSADH-Missense-Mu-
tationen enthaltenden pcDNAS/FRT-Plasmide: Dargestellt wird die relative SSADH-
Aktivitét (in % vom WT) in Zelllysaten aus HEK293T-SSADH-KO-Zellen nach transienter
Transfektion mit pcDNAS/FRT-Plasmiden, die den SSADH-Wildtyp sowie SSADH-Mis-
sense-Varianten enthalten. Die Zelllysate wurden 1:10 in destilliertem Wasser verdiinnt
und in Duplikaten gemessen. Die Mittelwerte wurden mit Microsoft Excel bestimmt. Da
der Versuch nur ein Mal durchgefiihrt wurde, konnte keine statistische Auswertung er-
folgen. Die Wildtyp-Aktivitat wurde auf 100% gesetzt und die Aktivitdt der SSADH-Vari-
anten in Prozent Wildtyp-Aktivitdt angegeben. Die Fluoreszenz der nicht-transfizierten
HEK293T-SSADH-KO-Zellen wurde von der Fluoreszenz des SSADH-Wildtyps und der
SSADH-Missense-Varianten abgezogen. Negative Werte wurden mit O gleichgesetzt.
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5 Diskussion

5.1  Die molekulare Charakterisierung von vier SSADH-Missense-

Varianten

Der SSADH-Mangel beschreibt eine seltene angeborene Stoffwechselstorung (Uber-
sicht in DidiaSova et al., 2020). Durch den Mangel des Enzyms SSADH wird der Abbau
des Neurotransmitters GABA gestort, wodurch die beiden neuroaktiven Substanzen
GABA und GHB in Koérperflissigkeiten akkumulieren (Chambliss et al., 1998; Gibson et
al., 1998). Zu den Symptomen zahlen insbesondere eine verzdgerte psychomotorische,
geistige und sprachliche Entwicklung sowie Hypotonie und Ataxie (Pearl et al., 2003a).
Ursachlich fir den SSADH-Mangel sind verschiedene Arten von Mutationen im
ALDH5A1-Gen, unter anderem Missense-Mutationen (Akaboshi et al., 2003; Chambliss
et al., 1998). Da die Auswirkungen der verschiedenen Missense-Mutationen auf das
SSADH-Enzym schwierig vorherzusagen sind, wurden einige von diesen bereits in un-
terschiedlichen Studien charakterisiert. Dabei nutzten die Forschenden meistens tran-
siente Uberexpressionsmodelle (siehe unter anderem Akaboshi et al., 2003; Blasi et al.,
2002; Brennenstuhl et al., 2020; DiBacco et al., 2020; Leo et al., 2017; Menduiti et al.,
2018; Pop et al., 2020). Haufig bestimmten sie dabei nur die verbliebene Enzymaktivitat.
Das Expressionsniveau oder die Lokalisation von SSADH in der Zelle berticksichtigten
die Forschenden hingegen nicht. Da diese beiden Faktoren jedoch ebenfalls einen Ein-
fluss auf die Funktion der SSADH-Varianten haben, wurden in meiner Arbeit mithilfe der
transienten Uberexpression vier verschiedene SSADH-Missense-Varianten nicht nur be-
zuglich der verbliebenen Enzymaktivitat, sondern auch ihres Expressionsniveaus und
ihrer subzellularen Lokalisierung untersucht. Da es sich generell als vorteilhaft erwiesen
hat, die funktionelle Analyse der SSADH-Missense-Varianten in Zellen durchzuflhren,
in denen zuvor das endogene ALDH5A 1-Gen ausgeschaltet wurde (Brennenstuhl et al.,
2020; DidiaSova et al., 2020; Pop et al., 2020), wurden dazu in meiner Arbeit SSADH-
Knock-Out-Zellen verwendet, die folglich keine endogene SSADH exprimierten (Bren-
nenstuhl et al., 2020).

5.1.1 Expression der untersuchten SSADH-Missense-Varianten

Nachdem die SSADH-Missense-Varianten durch zielgerichtete Mutagenese produziert
und anschlieRend transient exprimiert wurden, konnte mithilfe der Western-Blot-Analyse

die SSADH-Expression beurteilt werden. Die untersuchten SSADH-Missense-Varianten
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Gly268Glu, Gly284Asp, Phe419Leu und Gly441Arg zeigten alle eine SSADH-Expres-
sion im Western Blot (siehe Abbildung 4). Die SSADH-Menge war bei den Varianten
Gly268Glu, Phe419Leu und Gly441Arg vergleichbar mit der der Wildtyp-SSADH. Bei der
SSADH-Gly284Asp-Variante wurde im Vergleich zur Wildtyp-SSADH ein schwacheres
SSADH-Signal im Western Blot detektiert, was auf eine geringere Expression dieser
SSADH-Variante hindeutet. Da das Experiment mehrfach durchgefihrt wurde und alle
Versuche eine geringere Expression der SSADH-Gly284Asp-Variante ergaben, konnte
das Auftragen einer geringeren Proteinmenge ausgeschlossen werden. Auch die Lade-
kontrolle mit GAPDH bestétigte in allen vier Experimenten, dass beim SSADH-Wildtyp
und allen SSADH-Varianten eine ahnliche Proteinmenge aufgetragen wurde. Da die
Substitution Gly284Asp die NAD*-Bindungsdomane betrifft, die wahrscheinlich aufgrund
ihrer Grolde und Faltung zur Stabilitdt des SSADH-Proteins beitragt (Brennenstuhl et al.,
2020), kénnte der Austausch der kleinen Aminosaure Glycin durch die groere und ne-
gativ beladene Aminosaure Aspartat die korrekte Faltung des Enzyms beeinflussen und
dadurch die Stabilitat der Gly284Asp-Variante reduzieren. Dies hatte einen vorzeitigen
Abbau dieser Variante zur Folge, woraus das schwachere SSADH-Signal im Western

Blot resultiert haben kdnnte.

Bei der Variante SSADH-Gly441Arg erschien das SSADH-Signal in allen Versuchen
unterhalb des erwarteten 54 kDa Signals. Dies war auch in den Experimenten von
DiBacco et al. der Fall, die ebenfalls ein geringeres Molekulargewicht flur die Variante
Gly441Arg feststellten (DiBacco et al., 2020). Sie vermuteten, dass dies auf die Instabi-
litdt und den teilweisen Abbau des mutierten Proteins zuriickzuflihren sein kénnte. Je-
doch konnten Veranderungen der posttranslationalen Modifikation auch nicht ausge-
schlossen werden (DiBacco et al., 2020). Die Ergebnisse meiner Arbeit stitzen diese

These.

Auch in der Immunfluoreszenzfarbung konnte bei allen vier in meiner Arbeit untersuch-
ten SSADH-Missense-Varianten eine SSADH-Expression detektiert werden (siehe Ab-
bildung 10). Hierbei war die SSADH-Menge der Varianten Gly268Glu, Phe419Leu und
Gly441Arg vergleichbar mit der der Wildtyp-SSADH. Nur die SSADH-Gly284Asp-Vari-
ante zeigte eine verminderte SSADH-Expression. Diese Ergebnisse stimmen mit den

Ergebnissen aus der Western-Blot-Analyse Uberein (vergleiche Abbildung 4).

In der Immunfluoreszenzfarbung waren ferner alle vier SSADH-Varianten in den Mito-
chondrien lokalisiert (siehe Abbildung 10). Der mitochondriale Import scheint also bei
allen Varianten funktioniert zu haben. Die Immunfluoreszenzfarbung wird in den Kapiteln
5.1.3 und 5.1.4 ausfuhrlicher diskutiert.
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5.1.2 Aktivitat der untersuchten SSADH-Missense-Varianten

Mithilfe des SSADH-Aktivitatsassays konnte bei keiner der vier untersuchten SSADH-
Missense-Varianten eine relevante Restaktivitdt gemessen werden (siehe Abbildung 5).
Um daflr mégliche Ursachen zu erwagen, ist es sinnvoll, zu betrachten, welche veran-
derten Eigenschaften die substituierte Aminosaure hat und welche Stelle bzw. Doméane
im SSADH-Protein von der Substitution betroffen ist.

Die Aminosaure Gly268 ist an der Bildung der Bindungstasche der Adeninbase des
Kofaktors NAD" beteiligt. Ein Aminosaureaustausch an dieser Stelle beeintrachtigt wahr-
scheinlich die Kofaktorbindung, wodurch die katalytische Aktivitat der SSADH gestort
wird (Y.-G. Kim et al., 2009). Der Austausch des kleinen Glycins mit dem groeren, ne-
gativ geladenen Glutamat kdnnte die Bildung der ,dynamischen katalytischen Schleife*
(Y.-G. Kim et al., 2009) behindern. Die ,dynamische katalytische Schleife” beschreibt die
Konformationsanderung zwischen der oxidierten, inaktiven und der reduzierten, aktiven
Form des SSADH-Proteins. In der inaktiven Form ist das aktive Zentrum von SSADH
durch eine Disulfidbriicke nicht zuganglich. Durch die Spaltung dieser Disulfidbriicke an-
dert sich die Konformation des Enzyms, sodass das Substrat SSA und der Kofaktor
NAD* ans aktive Zentrum binden kénnen (Y.-G. Kim et al., 2009). Die Stérung dieser
Dynamik durch den Aminosaureaustausch konnte die Aktivitat der SSADH behindern.
AulRerdem konnte der Aminosaureaustausch auch die korrekte Faltung des Proteins und
dadurch die Stabilitat und Aktivitat negativ beeinflussen. Akaboshi et al. stellten bereits
fest, dass die Substitution Gly268Glu zu einem fast vollstandigen Verlust der SSADH-
Aktivitat auf weniger als 1% der Wildtyp-Aktivitat fuhrte, wenn diese Variante durch ziel-
gerichtete Mutagenese produziert und transient in HEK293-Zellen exprimiert wurde
(Akaboshi et al., 2003). Allerdings erfolgte diese Messung in HEK293-Zellen ohne vor-
herigen SSADH-Knock-Out. Die in meiner Arbeit durchgefihrte Messung in SSADH-
Knock-Out-Zellen, die keine endogene SSADH exprimierten, bestatigt den Mangel an
Restaktivitat der SSADH-Gly268Glu-Variante. Zudem wurde von Akaboshi et al. nur die
verbliebene Enzymaktivitat bestimmt (Akaboshi et al., 2003). Das Expressionsniveau
und die subzellulare Lokalisation wurden jedoch auf3er Acht gelassen, anders als in mei-

ner Arbeit.

Die Aminosaure Gly284 ist ebenfalls an der Bindung des Kofaktors NAD* beteiligt. Die
Substitution mit Aspartat kénnte ahnliche Folgen auf die Kofaktorbindung, die Bildung
der ,dynamischen katalytischen Schleife” sowie die Oligomerisierung haben, wie es fur
die Variante Gly268Glu beschrieben wurde. Die Aktivitat dieser SSADH-Variante wurde
ebenfalls bereits in HEK293-Zellen ohne vorherigen SSADH-Knock-Out bestimmt. Dabei
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ergab sich mit 3% Restaktivitat, verglichen mit der Wildtyp-Aktivitat, eine tiefgreifend re-
duzierte SSADH-AKktivitat (Pop et al., 2020), was mit den Messungen aus meiner Arbeit

ubereinstimmt.

Auch fir die SSADH-Gly441Arg-Variante wurde bereits in HEK293-Zellen ohne vorhe-
rigen SSADH-Knock-Out die Enzymaktivitat bestimmt. DiBacco et al. mafen ebenfalls
keine verbliebene SSADH-AKktivitat fur diese Variante (DiBacco et al., 2020), was mit den
in SSADH-Knock-Out-Zellen gemessenen Ergebnissen aus meiner Arbeit Uberein-

stimmt.

Fur die Substitution Phe419Leu liegen bisher keine Daten in der Literatur vor. Die Ami-
nosauren Phe419 und Gly441 befinden sich in der katalytischen Domane der SSADH.
Missense-Mutationen, welche die katalytische Domane betreffen, kénnen sich in ver-
schiedenen Weisen auf die Funktionalitat der SSADH auswirken. Zum einen kann die
Substratbindung beeintrachtigt werden. Leo et al. fuhrten In-silico-Proteinmodellierungs-
analysen fur die Missense-Mutationen Gly409Asp und Val500Leu, die sich ebenfalls in
der katalytischen Domane der SSADH befinden, durch (Leo et al., 2017). Dabei stellten
sie fest, dass die Substitution von Valin mit der um eine Methylgruppe langeren Seiten-
kette von Leucin die SSA-Bindungsstelle teilweise blockierte. Durch die veranderte
Struktur wurde die SSA-Bindungsstelle destabilisiert, was zu einer fast kompletten Be-
eintrachtigung der Enzymaktivitat fihrte. Fur die Substitution Gly409Asp zeigten die For-
schenden, dass die unmittelbare Nahe des substituierten sauren Aspartats zum sauren
Glutamat an Stelle 421 eine lokale Instabilitat erzeugte, die sich Uber das gesamte Pro-
tein ausbreiten und somit die Enzymaktivitat tiefgreifend beeintrachtigen konnte (Leo et
al., 2017). Auch Kim et al. beschrieben, dass die Substitution Gly409Asp zum einen zu
einer Destabilisierung der SSADH fiihrte (Y.-G. Kim et al., 2009). Zum anderen zeigten
sie anhand der Substitution Asn335Lys, die an der Bildung der ,dynamischen katalyti-
schen Schleife” beteiligt ist, dass der Austausch einer Aminosaure in der katalytischen
Domane die Umgebung des aktiven Zentrums stark stérte und die Dynamik der ,dyna-
mischen katalytischen Schleife" verringerte (Y.-G. Kim et al., 2009). Die andersartigen
Eigenschaften der substituierten Aminosauren kdnnen also nicht nur die Substratbin-
dung, sondern auch die Konformation sowie die besonderen Eigenschaften der SSADH
(wie die Bildung der ,dynamischen katalytischen Schleife”) beeinflussen. Dadurch kén-
nen die Stabilitat und Funktion des Enzyms schwerwiegend beeintrachtigt werden. Je-
doch kommt es scheinbar nicht zu schweren Faltungsdefekten, bei denen ein Abbau
erwartet werden wirde, da die meisten im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Mutanten

exprimiert wurden.
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Bei der Substitution Phe419Leu wird die Aminosaure Phenylalanin an Stelle 419 durch
Leucin ausgetauscht. Phenylalanin enthalt im Gegensatz zu Leucin einen Benzolring.
Der fehlende Benzolring kdnnte Auswirkungen auf die Struktur und die Eigenschaften
der SSADH haben. Der Austausch der kleinen Aminosaure Glycin durch das gréRRere
Aspartat an Stelle 441 kdnnte sich ahnlich, wie die Substitution Gly409Arg, auf die Sta-
bilitat der SSADH auswirken. Die Ergebnisse meiner Arbeit zeigen, dass beide SSADH-
Varianten bei transienter Uberexpression normal exprimiert wurden. Beide Substitutio-
nen destabilisierten das SSADH-Protein also nicht vollstdndig. Die SSADH-Aktivitat war

jedoch bei beiden tiefgreifend reduziert.

Um die Auswirkungen der Missense-Mutationen auf die Substratbindung und die
Struktur der SSADH genauer beurteilen zu kdnnen, mussten die in meiner Arbeit unter-
suchten Substitutionen mithilfe der Kristallstruktur von Kim et al. im SSADH-Protein lo-
kalisiert (Y.-G. Kim et al., 2009) und In-silico-Proteinmodellierungsanalysen, wie von Leo

et al. beschrieben (Leo et al., 2017), durchgefuhrt werden.

Generell ist noch anzumerken, dass der in meiner Arbeit durchgefihrte SSADH-AKkti-
vitatsassay nicht zur prazisen Messung sehr niedriger SSADH-Aktivitdten anwendbar ist
(Erfahrung der AG Tikkanen). Dies ware z. B. bei den Fibroblasten von an SSADH-Man-
gel Erkrankten der Fall, sodass keine akkuraten prozentualen Restaktivitaten darstellen
werden kénnen. Die Versuche wurden mit Zelllysaten, die mit einem anderen Puffer her-
gestellt wurden, wiederholt. Dieser Puffer sollte durch die Spaltung der Disulfidbriicken
im aktiven Zentrum den Zugang von SSADH zu diesem erleichtern und somit die Um-
setzung des Substrats SSA verbessern (AG Tikkanen, unverdffentlicht). Die Ergebnisse

waren jedoch ahnlich zu dem hier verwendeten Assay.

5.1.3 Subzellulare Lokalisation der untersuchten SSADH-Missense-Vari-

anten sowie Beurteilung der Mitochondrien

Um die subzellulare Lokalisation von SSADH zu bestimmen und den Zustand der Mi-
tochondrien zu beurteilen, wurden in dieser Arbeit in nicht-transfizierten und transfizier-
ten Flp-In™ HEK293-Zellen SSADH, die Mitochondrien und die Zellkerne mithilfe von
Immunfluoreszenzfarbstoffen gefarbt. Zunachst wurden Flp-IN"™MHEK293-Zellen vor dem
SSADH-Knock-Out betrachtet (siehe Abbildung 9). Diese Zellen exprimierten endogene
SSADH, die in den Mitochondrien lokalisiert war. Die Mitochondrien sahen normal aus
und bildeten netzwerkartige Strukturen. Nach dem SSADH-Knock-Out war ein schwa-
cheres SSADH-Signal sichtbar. Durch den Knock-Out sollte theoretisch keine SSADH

mehr exprimiert werden. Der verwendete SSADH-Antikorper ist aber offensichtlich bei
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der Immunfluoreszenzfarbung nicht 100% spezifisch, sodass wahrscheinlich andere, mit
SSADH homologe Aldehyd-Dehydrogenasen in den Mitochondrien angefarbt wurden.
Die Mitochondrien sahen bei den SSADH-KO-Zellen fragmentiert aus, was wahrschein-
lich mit dem SSADH-Knock-Out zusammenhangt und in Kapitel 5.1.4 naher exploriert

wird.

AnschlieRend wurden transfizierte Flp-In™ HEK293-SSADH-KO-Zellen beurteilt. Ge-
nerell ist bei der transienten Transfektion zu beachten, dass heterogene Zellpopulatio-
nen entstehen. Das heil3t, dass nicht unbedingt alle Zellen transfiziert worden sein mus-
sen. AuRerdem haben die transient transfizierten Zellen aufgrund des starken viralen
Promotors im Expressionsvektor eine hdhere Genexpression, verglichen mit der endo-

genen Expression. Es kommt also zu einer Uberexpression an SSADH.

Wie bereits unter Kapitel 5.1.1 beschrieben, konnte in der Immunfluoreszenzfarbung
bei allen vier untersuchten SSADH-Missense-Varianten eine SSADH-Expression detek-
tiert werden (siehe Abbildung 10). Hierbei war die SSADH-Menge der SSADH-
Gly284Asp-Variante jedoch vermindert. Die Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen
aus der Western-Blot-Analyse Uberein (vergleiche Abbildung 4). Aul’erdem waren so-
wohl der SSADH-Wildtyp als auch alle vier SSADH-Varianten in den Mitochondrien lo-
kalisiert. In den mit dem SSADH-Wildtyp transfizierten Zellen sahen die Mitochondrien
normal aus und bildeten ein Netzwerk. Nach der Transfektion mit den vier SSADH-Mis-
sense-Varianten sahen die Mitochondrien zum Teil fragmentiert aus und als hatten sie
ihr Netzwerk verloren. Dies kénnte durch die verminderte Aktivitat der SSADH und den
damit verbundenen Stoffwechselstorungen verursacht worden sein. Unter Kapitel 5.1.4

wird naher auf diese Hypothese eingegangen.

In der Vergangenheit wurde die Immunfluoreszenzfarbung bereits von Menduti et al.
fir SSADH angewandt (Menduti et al., 2020). Die Forschenden untersuchten die intra-
zellulare Lokalisation vom SSADH-Wildtyp und einer dreifach mutierten SSADH-Vari-
ante (Gly36Arg/ His180Tyr/ Pro182Leu) in transfizierten U87-Glioblastom-Zellen. Die
Zellen wurden neben der SSADH flir den mitochondrialen Marker TOM20 immungefarbt.
Die dreifach mutierte SSADH-Variante war in der durchgefiihrten Immunfluoreszenzfar-
bung in den Mitochondrien lokalisiert. Jedoch kam sie in einer sehr geringen Menge vor.
Zusatzlich wiesen die Fragmentierung und Depolarisierung der Mitochondrien auf das
Auftreten mitochondrialer Schaden hin. Die Forschenden vermuteten, dass die verrin-
gerte Expression und die verminderte Aktivitat der SSADH-Variante das Ergebnis eines
synergistischen Effekts ist. Dieser wird moglicherweise durch eine strukturelle Verande-

rung durch die Substitutionen His180Tyr und Pro182Leu sowie durch einen verringerten
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mitochondrialen Import verursacht, da die Substitution Gly36Arg die mitochondriale
Transportsequenz betrifft (Menduti et al., 2020). Die in meiner Arbeit untersuchten
SSADH-Varianten betreffen nicht die mitochondriale Transportsequenz, sondern die
NAD*-Bindungs- oder die katalytische Domane. Deshalb ist kein gestdrter mitochondri-
aler Import zu vermuten, was sich in der Immunfluoreszenzfarbung auch bestatigt hat.
Da die Aktivitat bei allen vier Varianten tiefgreifend reduziert ist, kann jedoch von dem
Auftreten struktureller Veranderungen ausgegangen werden (vergleiche Abbildung 5
und Kapitel 5.1.2).

5.1.4 Mitochondriale Schiaden durch Akkumulation von Metaboliten und

oxidativen Stress

Zusammenfassend zeigte sich, dass alle in meiner Arbeit untersuchten SSADH-Mis-
sense-Varianten exprimiert wurden. Dabei war die Variante Gly284Asp jedoch in einem
geringeren Mal vorhanden (Western Blot, Farbung). Alle Varianten gelangten in die Mi-
tochondrien (Farbung). Die Aktivitat, gemessen anhand der Umsetzung des Substrats
SSA, war jedoch bei allen hier untersuchten SSADH-Missense-Varianten tiefgreifend re-
duziert. Die mangelnde SSADH-Enzymaktivitat fihrt wahrscheinlich, wie es fur das
Krankheitsbild des SSADH-Mangels beschrieben wird (DidiaSova et al., 2020; Malaspina
et al., 2016), zur Stérung des GABA-Abbaus und zur Anhaufung von GABA und GHB
sowie weiterer Metaboliten. Die kumulative Wirkung dieser Metaboliten kénnte zur Scha-
digung der Mitochondrien beigetragen haben, die mithilfe der Immunfluoreszenzfarbung
beobachtet wurde. Dies wirde auch die fragmentierten Mitochondrien in den SSADH-
Knock-Out-Zellen erklaren, da sich in diesen aufgrund der mangelnden SSADH-Aktivitat

ebenfalls Metaboliten anhauften.

An der Pathogenese des SSADH-Mangels ist oxidativer Stress beteiligt und es besteht
die Hypothese, dass eine verringerte SSADH-Enzymaktivitdt zu zerebralem oxidativen
Stress flhrt und die Geschwindigkeit der Hirnschadigung beschleunigen kann (Rango et
al., 2008). Durch die verringerte SSADH-Aktivitat akkumulieren Metaboliten, die eben-
falls mit der Entstehung von oxidativen Schaden bei SSADH-Mangel in Verbindung ge-
bracht werden kdnnen (DidiaSova et al., 2020; K.-J. Kim et al., 2011; Latini et al., 2007;
Malaspina et al., 2016; Sauer et al., 2007). Es wurde bereits gezeigt, dass die exogene
Verabreichung von GHB an Ratten oxidative Schaden im Kortex verursachte (Sgaravatti
et al., 2007). AuRerdem beeintrachtigt GHB wahrscheinlich den mitochondrialen Stoff-
wechsel durch die Hemmung der Lipidsynthese (Silva et al., 1999). SSA selbst ist ein

reaktives Aldehyd, was bei Akkumulation zu oxidativen Schaden fuhren kann (Malaspina
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et al., 2016). Die Metaboliten 4,5-Dihydroxyhexansaure und 4-Hydroxynonenal akkumu-
lieren auch bei von SSADH-Mangel Betroffenen und spielen wahrscheinlich eine Rolle
bei der Entstehung von oxidativen Stress (Malaspina et al., 2016). Diese Substanzen
kdnnten ebenfalls zur Schadigung der Mitochondrien flhren, wie sie in dieser Arbeit be-

obachtet wurde.

Oxidativer Stress wird im Allgemeinen als ein Ungleichgewicht definiert, wobei die Pro-
duktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) gegeniber der antioxidativen Abwehr
beglnstigt ist. Die Mitochondrien sind die wichtigste intrazellulare Quelle fir ROS. Je-
doch sind die Mitochondrien nicht nur eine wichtige Quelle fur die Erzeugung von ROS,
sondern auch ein empfindliches Ziel fur die schadlichen Auswirkungen von Sauerstoff-
radikalen (Orrenius et al., 2007). Deshalb resultierte womaoglich aus der mangelnden
SSADH-AKktivitat der untersuchten Missense-Varianten und der damit verbundenen An-
haufung schadlicher Metaboliten oxidativer Stress, der die Mitochondrien angegriffen
hat. Dadurch erschienen diese in Zellen ohne SSADH oder mit SSADH-Missense-Vari-
anten, die keine oder eine sehr geringe Restaktivitat aufweisen, in der Immunfluores-

zenzfarbung fragmentiert oder dysmorph und netzwerklos.

5.2 Etablierung des Flp-In™ Systems fiir SSADH

5.2.1 Das Flp-In™ System: transiente versus stabile Transfektion

Bisher wurde in unserer Arbeitsgruppe, sowie in vielen weiteren Studien, die Charak-
terisierung der verschiedenen SSADH-Varianten mithilfe des transienten Transfektions-
modells durchgefiihrt (siehe unter anderem Akaboshi et al., 2003; Blasi et al., 2002;
Brennenstuhl et al., 2020; DiBacco et al., 2020; Leo et al., 2017; Menduti et al., 2018;
Pop et al., 2020). Bei der transienten Transfektion wird ein Gen temporar in eukaryoti-
sche Zellen eingebracht. Dabei wird das Gen nicht ins Genom der Wirtszellen integriert,
sondern befindet sich episomal in Form einer ringférmigen Plasmid-DNA im Zellkern.
Diese Plasmid-DNA wird vermehrt transkribiert, was zu einer hohen mRNA-Kopienzahl
und damit zur Uberexpression des entsprechenden Proteins fiihrt. Die extrachromoso-
mal vorliegende Plasmid-DNA wird in einem Zeitraum von wenigen Tagen durch zellu-
lare Nukleasen abgebaut, wodurch die Transgen-Expression zeitlich begrenzt ist (Colo-
simo et al., 2000). Vorteile der transienten Transfektion sind die einfache und schnelle
Anwendung (DidiaSova et al., 2020; Pop et al., 2020), wahrend unter anderem die
schwierige Reproduzierbarkeit, die geringe Effizienz sowie die Heterogenitat Nachteile

dieser Methode darstellen (Jensen et al., 2020).
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Um eine genauere Charakterisierung der bei den Betroffenen bestehenden SSADH-
Varianten durch die Darstellung des ALDH5A 1-Genotyps zu ermoglichen, wurde in mei-
ner Arbeit ein stabiles Transfektionssystem — das Flp-In™ System —in der AG Tikkanen
etabliert. Mithilfe des Flp-In™ Systems lasst sich ein beliebiges Gen dauerhaft ins Ge-
nom einer geeigneten Zelllinie integrieren. Dadurch entsteht eine homogene Zellpopula-
tion, welche die gleiche Anzahl von Kopien eines spezifischen rekombinanten Konstrukts
tragt. Damit stellt dieses System, im Gegensatz zur transienten Transfektion, ein robus-
tes Expressionssystem dar, weil die Expression des rekombinanten Proteins nicht je
nach Transfektionseffizienz variiert. Dies ermdglicht eine genauere Untersuchung der
rekombinanten Proteine und bildet eine physiologischere Untersuchungssituation nach.
Aulerdem erlaubt dieses System den Vergleich der SSADH-Varianten mit einer isoge-
nen Kontrolle (Pop et al., 2020).

Pop et al. nutzten das Flp-In™ System bereits zur Untersuchung verschiedener
SSADH-Missense-Varianten (Pop et al., 2020). Die Forschenden untersuchten zunachst
34 SSADH-Missense-Varianten in einem transienten Tranfektionsmodell. Um die sieben
Varianten, bei denen mithilfe der transienten Transfektion eine Restaktivitat von Uber
25% gemessen wurde, besser bewerten zu kdnnen, wiederholten sie die SSADH-Akti-
vitatsmessung mit dem stabilen Flp-In™ System. Dabei zeigte sich fiir die SSADH-Mis-
sense-Variante Asn493Ser eine drastische Verringerung der Restaktivitat im Vergleich
zu den Ergebnissen im transienten Expressionsmodell (Pop et al., 2020). Das naturli-
chere Expressionslevel im Rahmen der stabilen Transfektion ermdglichte wahrscheinlich
die nachtragliche Einstufung dieser Variante als pathogen. Dies hangt womdglich damit
zusammen, dass eine sehr hohe Uberexpression, wie sie durch die transiente Transfek-
tion erzeugt wurde, zu einem veranderten Verhalten des Proteins, z. B. durch Aggrega-
tion oder Sattigung der mitochondrialen Transportmechanismen, flhrte (DidiaSova et al.,
2020). Da die transiente Transfektion von Pop et al. in HEK-Zellen ohne vorherigen
SSADH-Knock-Out erfolgte (Pop et al., 2020), ist es aulRerdem maoglich, dass das Wild-
typ-SSADH-Protein mit der SSADH-Varianten Oligomere bildete, da SSADH ein tetra-
meres Protein ist (Ryzlak & Pietruszko, 1988). Dies kdnnte ebenfalls zu einem abwei-
chenden Verhalten des SSADH-Enzyms geflihrt haben. Ein Nachteil der stabilen Trans-
fektion war der héhere Zeitaufwand mit zwei Monaten im Vergleich zu der circa eine
Woche dauernden transienten Transfektion (Pop et al., 2020). Auch in meiner Arbeit war
die stabile Transfektion mit circa zwei Monaten wesentlich zeitaufwendiger als die tran-

siente Transfektion.
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5.2.2 Verwendung von SSADH-Knock-Out-Zellen

Bei der Untersuchung der Auswirkungen von SSADH-Varianten mithilfe der transien-
ten oder stabilen Transfektion hat es sich als sinnvoll erwiesen, Zellen zu verwenden, in
denen zuvor das endogene ALDH5A 1-Gen ausgeschaltet wurde. Dadurch exprimierten
die Zellen keine endogene SSADH und in den Experimenten wurde nur die Funktionalitat
der untersuchten SSADH-Variante widergespiegelt (Brennenstuhl et al., 2020; DidiaSova
et al., 2020; Pop et al., 2020). Unsere Arbeitsgruppe generierte HEK293T-SSADH-KO-
Zellen, die zur Analyse einer SSADH-Missense-Variante benutzt wurden (Brennenstuhl
et al., 2020). Diese HEK293T-SSADH-KO-Zellen wurden auch in meiner Arbeit fur die
transiente Transfektion mit anschlieliender Analyse der SSADH-Missense-Varianten ge-

nutzt.

Pop et al. erzeugten mithilfe der CRISPR/Cas-Technologie eine SSADH-defiziente
HEK293-Flp-In-Zelllinie, in der anschliefend SSADH-Missense-Varianten stabil expri-
miert werden konnten (Pop et al., 2020). Auch in meiner Arbeit wurde mithilfe der
CRISPR/Cas-Technik das endogene, fur die SSADH kodierende ALDH5A 1-Gen in den
zum Flp-In™-System gehorigen Flp-In™ HEK293-Zellen ausgeschaltet. Der SSADH-
Knock-Out wurde mittels W estern Blot und Sequenzierung Uberprift (siehe Abbildung 6
und Abbildung 8). Die Sequenzierung ergab flir sechs Klone einen heterozygoten
SSADH-Knock-Out. Das bedeutet, dass auf verschiedenen Chromosomen unterschied-
liche Mutationen vorlagen. Ein homozygoter SSADH-Knock-Out-Klon, bei dem das
ALDH5A1-Gen auf beiden Allelen die gleiche Mutation tragt, war bei zwei Klonen gelun-
gen; in Klon 1/1 durch die Insertion, in Klon 2/2 durch die Deletion einer Base im Exon 3
des ALDH5A1-Gens. Sowohl durch die Insertion als auch durch die Deletion hat sich
das Leseraster hinter der Mutation verschoben und es kam zu einer veranderten
Polypeptidkette. In der Regel entsteht dadurch friher oder spater ein Stoppcodon, das
zu einem vorzeitigen Abbruch der Proteinsequenz fuhrt (Schaaf & Zschocke, 2013).

Dadurch wird die endogene SSADH nicht korrekt exprimiert und vorzeitig abgebaut.

5.2.3 Stabile Expression der Wildtyp-SSADH

Fir die stabile Expression der Wildtyp-SSADH in den Flp-In™ HEK293-SSADH-KO-
Zellen wurde das ALDH5A1-Gen in das pcDNA5S/FRT-Plasmid integriert. Danach wur-
den die neu hergestellten hSSADH-pcDNAS/FRT-Plasmide mittels Western Blot und
SSADH-Aktivitdtsassay uberprift. Im Western Blot erschien bei dem hSSADH-
pcDNAS/FRT-Plasmid Klon 3 ein deutliches SSADH-Signal (siehe Abbildung 14). Im
SSADH-Aktivitatsassays konnte gezeigt werden, dass die SSADH-Aktivitat von dem
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transient transfizierten hSSADH-pcDNAS/FRT-Plasmid Klon 3 vergleichbar mit dem
transient transfizierten hSSADH-5'UTR-pcDNA3-Plasmid war (siehe Abbildung 15).

Das hier hergestellte hSSADH-pcDNAS5/FRT-Plasmid konnte damit stabil in die Flp-
IN™MHEK293-SSADH-KO-Zellen transfiziert werden. AnschlieRend wurden die Zellen auf
die Expression von SSADH mittels Western Blot untersucht. Von den mit der Wildtyp-
SSADH stabil transfizierten Flp-In™ HEK293-SSADH-KO-Zellen exprimierten manche
Klone SSADH (siehe Abbildung 17). Der SSADH-Knock-In ist jedoch nur in den Zellen
gelungen, in denen das endogene ALDH5A1-Gen zuvor mit der gRNA1 ausgeknockt

wurde.

5.2.4 Nutzen des Flp-InTMSystems

Wie bereits zuvor beschrieben, stellt das Flp-In™ System ein stabiles Transfektions-
system dar, mit dem genomische SSADH-Varianten, die den Genotyp der Betroffenen
widerspiegeln, hergestellt und mit geeigneter isogener Kontrollen verglichen werden
kdnnen (DidiaSova et al., 2020; Pop et al., 2020). Bei von SSADH-Mangel Betroffenen
treten Mutationen im ALDH5A1-Gen haufig auch als compound heterozygote Mutatio-
nen auf (DiBacco et al., 2020). Compound heterozygot beschreibt das Vorliegen von
zwei unterschiedlich mutierten Allelen des gleichen Gens (Schaaf & Zschocke, 2013).
Durch eine Modifikation des Flp-In™ Systems wére die bisher schwierige, gleichzeitige,
stabile Uberexpression zweier Gene bzw. Varianten méglich (Jensen et al., 2020). Dies
ist deshalb wegweisend, da ein Gegenstand der aktuellen Forschung ist, inwieweit das
Vorhandensein von homozygoten oder compound heterozygoten Varianten des
ALDH5A1-Gens einen direkten Einfluss auf die SSADH-Proteinexpression und insbe-

sondere auf die Enzymaktivitat hat (Brennenstuhl et al., 2020; DidiaSova et al., 2020).

Aulerdem wurden fir SSADH-Mangel auch dominant negative Effekte beschrieben
(Dervent et al., 2004). Hierbei unterdrickt eine dominante Mutation die Wirkung des
Wildtyp-Allels (Schaaf & Zschocke, 2013). Durch den Aufbau der SSADH als Homote-
tramer kann ein verkirztes Polypeptid, das aus dem mutierten Allel generiert wird, eine
dominant negative Wirkung auf andere ,Wildtyp“-Polypeptide ausiben, wodurch es zu
einem erheblichen Verlust der Enzymaktivitat kommen kann. Bisherige Ergebnisse spre-
chen jedoch gegen ein volliges Fehlen der SSADH-AKktivitat (Dervent et al., 2004). So-
wohl bei homozygoten und compound heterozygoten als auch beim dominant negativen
Effekt bieten die verbliebene SSADH-Expression bzw. -Aktivitat Potenzial fir innovative
therapeutische Optionen, wie pharmakologische Chaperone. Diese kénnen in der Lage

sein, die Enzymaktivitat zu erhdhen (Brennenstuhl et al., 2020; DidiaSova et al., 2020).
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Da die Therapie des SSADH-Mangels bislang nur symptomatisch erfolgt (Lee et al.,
2022), kommt der Erforschung einer kurativen Therapie eine gro3e Bedeutung zu. Durch
das immer bessere Verstandnis der Pathophysiologie dieser Stoffwechselstérung ent-
steht ein immer groRer werdendes Potenzial fur eine kurative Behandlung (DidiaSova et
al., 2020). Dabei gibt es Therapieformen, wie die GHB- oder GABA-Rezeptorantagonis-
ten sowie Gen- und Enzymersatztherapien, die bei allen Betroffenen angewendet wer-
den kbénnen (DidiaSova et al., 2020; Schreiber et al., 2021; Vogel et al., 2018a). Andere
Therapieformen funktionieren nur bei bestimmten Mutationen. Dazu zahlen pharmako-
logische Chaperone flr Missense-Varianten oder Read-Through-Substanzen fir Non-

sense-Varianten (DididSova et al., 2020).

Pharmakologische Chaperone sind kleine Molekiile, die an Zielproteine binden, um
diese zu stabilisieren. Sie unterstitzen die korrekte Faltung sowie den anschlieffienden
Transport der krankheitsverursachenden Proteinvariante an ihren Bestimmungsort (Lei-
denheimer, 2018). In der Regel sind pharmakologische Chaperone nicht in der Lage,
jedem einzelnen Zielmolekul, sondern nur einem kleinen Teil der Zielproteine, zur kor-
rekten Faltung zu verhelfen (DidiaSova et al., 2020). Dies kdnnte jedoch bereits zu einem
erheblichen therapeutischen Nutzen flihren, wenn eine geringe Erhéhung der Aktivitat
der SSADH-Variante einen therapeutischen Effekt erzielen konnte. Da heterozygote Tra-
gende, die nur ein defektes Allel besitzen, keine Symptome haben (DidiaSova et al.,
2020), kdnnte bereits eine geringe SSADH-Aktivitat ausreichen, um eine Verbesserung
bei den Betroffenen zu erzielen. Au3erdem konnten bei compound heterozygoten Er-
krankten beide Varianten bereits von der Korrektur einer Variante profitieren, da SSADH
ein Tetramer bildet. In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass die Faltung von
einem Polypeptid, das Dimere bildet und eine krankheitsverursachende Substitution
tragt, deutlich verbessert wurde, wenn sie zusammen mit dem Wildtyp-Polypeptid expri-
miert wurde (Banning et al., 2018). Dadurch lief3en sich die SSADH-Aktivitat und damit

die Symptome der Betroffenen mdglicherweise verbessern.

Mithilfe des Flp-In™ Systems kdnnte man also die Auswirkungen von homozygoten
oder compound heterozygoten Varianten des ALDH5A 1-Gens auf die SSADH-Expres-
sion und -Aktivitat untersuchen, um mdgliche Therapieoptionen, wie die pharmakologi-
schen Chaperone, zu identifizieren. Das Flp-In™ System eignet sich jedoch nicht zur
Untersuchung aller Varianten. Zum Beispiel lassen sich Varianten, die einen Einfluss auf
das Spleilten haben, nur als Missense-Varianten exprimieren. Ein besserer Charakteri-
sierungsansatz fur diese Mutationen waren die Analyse der mRNA von Zellen von an

SSADH-Mangel erkrankten Personen oder die Anwendung von Minigenen, wenn kein
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Material von Betroffenen zur Verfigung steht (Banning & Tikkanen, 2021; Pop et al.,
2020). Minigene sind Vektoren, mit denen sich die Auswirkungen von Mutationen auf
den Splei3prozess nachweisen lassen. Der Minigen-Vektor enthalt meistens mehrere
Exons sowie die dazwischen liegenden Intron-Sequenzen. Nach der Herstellung wird
der Minigen-Vektor in eine etablierte Zelllinien transfiziert, sodass anschlieRend das
SpleiBmuster des Minigens analysiert werden kann (Banning & Tikkanen, 2021; Desviat
et al., 2012).

Nach der Charakterisierung der SSADH-Varianten sollte die Wirksamkeit der verschie-
denen Therapieansatze vor der klinischen Anwendung in geeigneten Zellkulturmodellen
fur jede einzelne Variante getestet werden (DidiaSova et al., 2020). In der Arzneimittel-
forschung sind Zelllinien, die bestimmte Gene transient oder stabil Uberexprimieren, ein
wichtiges Screening-Instrument (Jensen et al., 2020). Dabei kann die Therapieeffektivi-
tat in dem stabilen Transfektionsmodell bereits besser als im transienten beurteilt wer-
den. Dies hangt damit zusammen, dass durch die stabile Expression der SSADH-Vari-
ante ohne variierende Transfektionseffizienz eventuelle Fehler wahrend der Versuchs-
durchfiihrung beglichen und somit reprasentativere Ergebnisse gewonnen werden kon-
nen (DidiaSova et al., 2020; Pop et al., 2020). Mithilfe des Flp-In™ Systems liefken sich
also nicht nur die SSADH-Varianten charakterisieren, sondern auch Therapieoptionen

testen.

Die Wirkstoffe bzw. Wirkstoffkombination, die einen positiven Effekt flr eine bestimmte
Variante bei Uberexpression zeigen, sollten allerdings im Anschluss in priméren Zellen,
die von an SSADH-Mangel Erkrankten stammen, wie Fibroblasten, untersucht werden,
um aussagekraftigere Schlussfolgerungen fir die Behandlung am Menschen zu treffen.
Anschlielfend missen Studien an Tieren und an SSADH-Mangel Erkrankten folgen, um
letztendlich Erkenntnisse Uber Nebenwirkungen, Interaktionen oder die Bioverfugbarkeit
treffen zu kénnen und zu entscheiden, ob sich ein Medikament fir den Einsatz an Be-

troffenen eignet.
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5.3 Kunftiger Knock-In von SSADH-Missense-Mutationen

Nachdem der Knock-In des SSADH-Wildtyps in die Flp-In™ HEK293-SSADH-KO-Zel-
len erfolgreich war, kénnen in Zukunft auch SSADH-Varianten mit dem Flp-In™ System
charakterisiert werden. Dazu missen diese Varianten in das pcDNA5/FRT-Expressions-
plasmid eingebaut werden. Dies wurde in meiner Arbeit bereits mit den vier in dieser
Arbeit behandelten Missense-Mutationen und vier weiteren pathogenen SSADH-Mis-
sense-Varianten durchgefuhrt. Die vier weiteren Mutationen wurden ausgesucht, da sie
bei einem compound heterozygot erkrankten Patienten aufgetreten sind. Die beiden EI-
tern sind nicht verwandt, haben aber beide italienische Wurzeln. Das maternale Allel
tragt die Varianten Asn255Asp und His180Tyr und das paternale Allel die Substitution
Cys93Phe (R. Tikkanen, nicht verdffentlichte Daten). Die Funktionalitat der neu herge-
stellten pcDNAS5/FRT-Konstrukte wurde mithilfe der transienten Transfektion in
HEK293T-SSADH-KO-Zellen und anschlielendem W estern Blot und SSADH-Aktivitats-
assay Uberpruft (siehe Abbildung 18 und Abbildung 19).

5.3.1 SSADH-Cys93Phe

Bei der SSADH-Variante Cys93Phe, die in mehreren scheinbar nicht verwandten Fa-
milien unterschiedlicher ethnischer Herkunft auftritt (DidiaSova et al., 2020), wurde im
Western Blot ein schwaches SSADH-Signal detektiert, was auf eine geringere Expres-
sion dieser Variante hindeutet. In der SSADH-Aktivitdtsmessung wurde keine Restakti-
vitat dieser Variante gemessen. Auch Akaboshi et al. stellten bei transienter Uberexpres-
sion in HEK-Zellen ohne SSADH-Knock-Out einen fast vollstandigen Verlust der
SSADH-AKktivitat mit ungefahr 3% der Wildtyp-Aktivitat fest (Akaboshi et al., 2003).

Die Variante Cys93Phe befindet sich in der NAD*-Bindungsdomane. Laut Kim et al.
betrifft die Substitution eine tief im SSADH-Protein vergrabene, flr die Proteinstruktur
wichtige Stelle und flhrt deshalb zu einem Verlust oder einer Verringerung der Protein-
stabilitat (Y.-G. Kim et al., 2009). Wahrscheinlich beeinflusst der Austausch des kleinen
Cysteins mit dem gréReren Phenylalanin die korrekte Faltung des Enzyms. Durch die
reduzierte Stabilitat konnte die SSADH-Cys93Phe-Variante vorzeitig abgebaut werden,
was das schwachere SSADH-Signal im Western Blot erklaren wirde. Auf3erdem kdnnte
dies auch der Grund fir die mangelnde Restaktivitat sein. Jedoch beschrieben Brennen-
stuhl et al. auch einen engen Kontakt von Cys93 zu einer a-Helix, die fir die NAD"-

Bindung wichtig ist (Brennenstuhl et al., 2020). Durch die Substitution mit Phenylalanin
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kdnnte die Bildung dieser a-Helix beeinflusst werden, wodurch die Bindung des Kofak-
tors NAD* gestdrt sein kdnnte. Dies konnte ebenfalls ein Grund fur die tiefgreifend redu-
zierte SSADH-AKktivitat dieser Variante sein.

5.3.2 SSADH-His180Tyr

Die SSADH-His180Tyr-Variante zeigte ein SSADH-Signal im Western Blot, das ver-
gleichbar zu dem der Wildtyp-SSADH ist. Die Expression schien also nicht reduziert zu
sein. Im SSADH-Aktivitatsassay wurde fur diese Variante eine Restaktivitat von 63,5%
der Wildtyp-Aktivitadt gemessen. Auch in vorherigen Experimenten mit Mutagenese und
Uberexpression dieser SSADH-Variante wurde eine verbliebene Aktivitat um etwa 83%
gemessen (Akaboshi et al., 2003; Blasi et al., 2002). Diese, die Oligomerisierungsdo-
mane betreffende SSADH-Variante, dirfte also keine pathogene Bedeutung haben. Der
Unterschied von den in meiner Arbeit gemessenen 63,5% im Gegensatz zu den zuvor
gemessenen 83% (Akaboshi et al., 2003) konnte durch die unterschiedliche Transfekti-
onseffizienz bei transienter Transfektion zustande gekommen sein. Aufderdem wurden
unterschiedliche Versuchsprotokolle verwendet. Eine andere Erklarung ware die Verfal-
schung der Restaktivitat durch die Verwendung von HEK-Zellen ohne SSADH-Knock-
Out in den friheren Studien. Die Restaktivitat von 83% spiegelte gegebenenfalls nicht
nur die Restaktivitat der Variante His180Tyr, sondern auch die der endogenen SSADH
wider, wahrend die Messung von 63,5% in dieser Arbeit ohne endogenen SSADH-Hin-

tergrund erfolgte.

5.3.3 SSADH-Asn255Asp und SSADH-His180Tyr-Asn255Asp

Bei alleiniger Expression ist bei der SSADH-Variante His180Tyr, wie bereits unter Ka-
pitel 5.3.2 beschrieben wurde, die Aktivitat nicht tiefgreifend reduziert, sodass sie eine
geringe pathogene Bedeutung haben dirfte (Akaboshi et al., 2003; Blasi et al., 2002).
Wourde diese Variante jedoch in Kombination mit einer anderen pathogenen Variante
exprimiert, schien es, als wirde sie die restliche Enzymaktivitat der anderen Variante
weiter reduzieren (Akaboshi et al., 2003; DidiaSova et al., 2020; Pop et al., 2020).

Fir die SSADH-Asn255Asp-Variante wurde jedoch in dieser Arbeit bereits bei alleini-
ger Expression keine SSADH-Expression im Western Blot detektiert. Auch in Kombina-
tion mit der Substitution His180Tyr erschien kein SSADH-Signal im Western Blot. Pas-
send zu diesen Ergebnissen wurde im SSADH-Assay fiir beide Varianten keine Restak-
tivitdt gemessen. Bereits zuvor wurden fir die in mehreren Familien auftretende Variante

Asn255Asp schwerwiegende Auswirkungen auf die Aktivitdt des SSADH-Enzyms bei
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Uberexpression beschrieben (Didiasova et al., 2020). Die alleinige Expression der Sub-
stitution Asn255Asp scheint also nicht vorteilhaft gegenlber der Kombination
Asn255Asp-His180Tyr zu sein. Die Beobachtung, dass die in der Oligomerisierungsdo-
mane lokalisierte Substitution His180Tyr bei alleiniger Expression nur eine geringe Be-
eintrachtigung der SSADH-Tetramerisierung verursacht und bei gemeinsamer Expres-
sion mit einer anderen, milden SSADH-Variante die verbliebene Enzymaktivitat der mil-
den Variante noch weiter reduziert (Akaboshi et al., 2003; DididSova et al., 2020; Pop et
al., 2020), konnte bei der Variante His180Tyr-Asn255Asp nicht festgestellt werden. Dies
liegt daran, dass die Variante Asn255Asp bereits bei alleiniger Expression schwerwie-

gende Auswirkungen auf das SSADH-Enzym hat.

Die SSADH-Asn255Asp-Variante betrifft die NAD*-Bindungsdomane. Die Aminosaure
Asparagin enthalt eine ungeladene, polare Seitenkette, wahrend Aspartat eine saure
Seitenkette beinhaltet. Durch die Substitution von Asparagin mit Aspartat andern sich
also die chemischen Eigenschaften innerhalb des SSADH-Proteins, was wahrscheinlich
nicht nur die Kofaktorbindung, sondern die gesamte Tertiarstruktur des SSADH-Enzyms
beeinflusst. Schliel3lich konnte nicht nur keine Restaktivitat im SSADH-Assay bei dieser
Variante festgestellt werden, sondern im Western Blot zeigte sich auch keine Expres-
sion. Wie bereits zuvor beschrieben, spielt die NAD*-Bindungsdomane wahrscheinlich
nicht nur bei der Kofaktorbindung eine Rolle, sondern tragt aufgrund ihrer Grofe zur
Stabilitdét des SSADH-Proteins bei (Brennenstuhl et al., 2020). Die Substitution
Asn255Asp fuhrt also moglicherweise zu einer so grofen Instabilitat innerhalb des
SSADH-Proteins, dass diese SSADH-Variante schneller abgebaut wird. Da das Enzym
nicht exprimiert wurde, konnte auch keine Restaktivitdt gemessen werden. Auch die
Kombination mit der SSADH-Variante His180Tyr scheint die Stabilitdt des SSADH-Pro-
teins nicht zu verbessern, sondern verschlechtert wahrscheinlich die Fahigkeit zur Oli-
gomerisierung noch weiter. Menduti et al. beobachteten fir die Variante Gly176Arg in
Kombination mit His180Tyr ahnliche Ergebnisse (Menduti et al., 2018). Die Forschenden
untersuchten dabei die Proteinstabilitdt mithilfe der In-silico-Proteinmodellierung und
entdeckten, dass die Kombination der Aminosauresubstitutionen Gly176Arg und
His180Tyr die Tetramerstabilitat bedeutend beeintrachtigt, insbesondere die des doppelt
mutierten Homotetramers. Daher fuhrten auch sie die reduzierte Menge der SSADH-
Gly176Arg-His180Tyr-Variante auf die Instabilitat des Proteins zurtick (Menduti et al.,
2018). Fur die Varianten Asn255Asp und Asn255Asp-His180Tyr missten ebenfalls wei-
tere Experimente, wie die Beurteilung der Struktur mithilfe einer In-silico-Proteinmodel-
lierungsanalyse (vergleiche Leo et al., 2017; Menduti et al., 2018), durchgeflhrt werden,

um die in meiner Arbeit aufgestellten Thesen zur Proteinstabilitat zu bestatigen.
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5.4 Ausblick

Beim SSADH-Mangel akkumulieren aufgrund der fehlenden oder verminderten Aktivi-
tat des SSADH-Enzyms verschiedene Metaboliten in den Korperflissigkeiten der Be-
troffenen (Didiasova et al., 2020; Malaspina et al., 2016). Ursachlich flr die mangelnde
Aktivitat der SSADH sind verschiedene Arten von Genvarianten im ALDH5A1-Gen
(Akaboshi et al., 2003; Chambliss et al., 1998). Da die Therapie des SSADH-Mangels
bisher nur symptomatisch erfolgt, ist ein gro3es Ziel der Forschung, eine auf SSADH
gezielte Therapie zu finden (Lee et al., 2022). Dabei gibt es Therapieansatze, die bei
allen Betroffenen angewendet werden konnen (Schreiber et al., 2021; Vogel et al.,
2018a), aber auch welche, die nur bei bestimmten Mutationen funktionieren. Fir die bei
SSADH-Mangel auftretenden Missense-Varianten stellen pharmakologische Chape-
rone, welche die SSADH-Aktivitat erhdhen kdnnen, einen potenziellen Therapieansatz
dar (DidiaSova et al., 2020). Fir die Anwendung von pharmakologischen Chaperonen
ist es wichtig zu wissen, inwieweit die Missense-Mutationen einen direkten Einfluss auf
die SSADH-Expression und insbesondere auf die Enzymaktivitat haben (Brennenstuhl
et al.,, 2020; DidiaSova et al., 2020). Deshalb wurden in dieser Arbeit verschiedene
SSADH-Missense-Varianten auf ihr Expressionsniveau und die verbleibende Aktivitat
untersucht. Da bei fast allen Erkrankten individuelle Varianten des ALDH5A 1-Gens auf-
treten (Akaboshi et al., 2003; DiBacco et al., 2020; DidiaSova et al., 2020; Malaspina et
al., 2016), mussen die pharmakologischen Chaperone fir jede Variante im Einzelnen

getestet werden.

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten, wieso die SSADH-Aktivitadt durch manche Mis-
sense-Mutationen tiefgreifend reduziert ist. Um dies jedoch genauer beurteilen zu kon-
nen, sollten die in dieser Arbeit untersuchten Missense-Varianten mithilfe der Kristall-
struktur von Kim et al. (Y.-G. Kim et al., 2009) oder durch In-silico-Analysen (Leo et al.,
2017; Menduti et al., 2018) untersucht werden. Die durch die mangelnde Aktivitat der
SSADH-Varianten akkumulierenden Metaboliten (Didiasova et al., 2020; Malaspina et
al., 2016) sind womaglich fur die in der Immunfluoreszenzfarbung beobachteten mito-

chondrialen Schaden verantwortlich.

Die Experimente zur Charakterisierung der SSADH-Missense-Varianten erfolgten in
meiner Arbeit in einem transienten Transfektionsmodell mit HEK293T-SSADH-KO-Zel-
len. Hierbei variiert die Proteinexpression jedoch je nach Transfektionseffizienz. Im Ge-
gensatz dazu stellt das Flp-In™ System ein stabiles Transfektionsmodell dar, bei dem

eine homogene Zellpopulation entsteht, in der alle Zellen die gleiche Anzahl von Kopien

83



Diskussion

eines spezifischen rekombinanten Konstrukts exprimieren und den ALDH5A 1-Genoty-
pen eines Betroffenen nachahmen. Das Flp-In™ System wurde in dieser Arbeit fir die
AG Tikkanen etabliert. In Zukunft kdnnen nun die in dieser Arbeit untersuchten und wei-
tere SSADH-Missense-Varianten mithilfe des Flp-In™ Systems charakterisiert werden.
Zu diesem Zweck wurden in meiner Arbeit bereits acht bei SSADH-Mangel vorliegende
Missense-Mutationen in das zum Flp-In™ System gehorende Expressionsplasmid ein-
gebaut. Sobald die Ergebnisse aus dem stabilen Transfektionsmodell vorliegen, kénnen
diese mit den Ergebnissen aus dem transienten Transfektionssystem verglichen werden.
Hierbei ist es von Vorteil, dass die Ergebnisse in demselben Labor und dadurch unter

moglichst ahnlichen Versuchsbedingungen gewonnen werden.

Aufterdem konnen mithilfe einer Immunfluoreszenzfarbung der zum Flp-In™ System
gehdérenden HEK293-Zellen die subzellulare Lokalisation der SSADH-Varianten sowie
die Auswirkungen auf die Mitochondrien beurteilt werden. Dabei kénnen mitochondriale
Schaden dargestellt werden, die Informationen zur Pathogenese geben. Dies ist fur die
Forschung insofern weiterfliihrend, da das Verstandnis der Pathogenese sowie das Auf-
decken von mitochondrialen Schaden, wie die verbliebene SSADH-Expression und -Ak-
tivitdt, mdgliche Ansatzpunkte bieten, um Therapien zu entwickeln. Zudem kdnnen nicht
nur neue Erkenntnisse zu den einzelnen SSADH-Varianten, sondern auch allgemein zur
Anwendung und Qualitat des Flp-In™ Systems bei der Erforschung des SSADH-Man-

gels gefunden werden.

Durch die genaue Charakterisierung der SSADH-Varianten kdnnen kunftig personali-
sierte Therapiemdglichkeiten fur jeden einzelnen an SSADH-Mangel Erkrankten identi-
fiziert und etabliert werden. Dies ware ein groRer Fortschritt fur die Therapie des SSADH-
Mangels und ein gro3er Gewinn flr jeden einzelnen Betroffenen, die zum Teil unter stark

einschrankenden Symptomen leiden (Pearl et al., 2003a).

84



Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Der SSADH-Mangel ist eine autosomal-rezessiv vererbte Stérung des GABA-Stoffwech-
sels, die durch Mutationen im ALDH5A71-Gen verursacht wird. Das klinische Erschei-
nungsbild ist unspezifisch. Bisher erfolgt die Therapie des SSADH-Mangels symptoma-
tisch. Dabei steht vor allem die Behandlung von Krampfanfallen oder neurologischen
Verhaltensstérungen im Vordergrund. Die Etablierung einer kurativen oder auf SSADH

gezielten Therapie spielt daher eine grof3e Rolle in der Forschung am SSADH-Mangel.

Fur die Etablierung innovativer Therapieansatze, wie pharmakologische Chaperone,
ist es wichtig, zu wissen, inwieweit die pathogenen Varianten des ALDH5A 1-Gens einen
Einfluss auf die SSADH-Expression und -Aktivitat haben. Deshalb wurden in dieser Ar-
beit SSADH-Missense-Varianten mithilfe des Western Blots und eines Fluoreszenz-ba-
sierten SSADH-Aktivitdtsassays charakterisiert. Um ein besseres Verstandnis tber die
Pathophysiologie der Erkrankung zu bekommen, wurden zudem die subzellulare Loka-
lisation der SSADH-Varianten sowie das Aussehen der Mitochondrien in immunfluores-
zenz-gefarbten Zellen untersucht. Dabei zeigte sich, dass bei allen untersuchten Varian-
ten des ALDH5A1-Gens SSADH exprimiert wurde und in die Mitochondrien gelangte.
Allerdings war die SSADH-Menge bei der Variante Gly284Asp vermindert. Die Aktivitat
war bei allen untersuchten SSADH-Missense-Varianten tiefgreifend reduziert. Dadurch
akkumulierten wahrscheinlich toxische Metaboliten, die zu der mithilfe der Immunfluo-

reszenzfarbung beobachteten Schadigung der Mitochondrien beitrugen.

Die Charakterisierung der SSADH-Missense-Varianten erfolgte in einem transienten
Transfektionsmodell mit HEK293T-SSADH-KO-Zellen. Um ein stabiles Transfektions-
modell zu generieren, wurde aus der Flp-In"MHEK293-Zelllinie das endogene ALDH5A 1-
Gen ausgeknockt. AnschlieRend wurde das Wildtyp-ALDH5A 1-Gen in das Genom der
Zellen integriert, um stabil SSADH exprimierende Zellen zu generieren.

In Zukunft kdnnten SSADH-Missense-Varianten mithilfe dieses Systems untersucht
werden, um weitere Erkenntnisse Uber die Pathogenese zu gewinnen. Daflr wurden
bereits acht bei SSADH-Mangel vorliegende Missense-Mutationen in das zum Flp-In™
System gehdrende Expressionsplasmid eingebaut und mittels transienter Transfektion
auf ihre Funktionalitat Gberprift. Als nachstes konnen die SSADH-Missense-Varianten
stabil in Flp-In™ HEK293-SSADH-KO-Zellen exprimiert und anschlieRend detaillierter
charakterisiert werden. Durch die genauere Charakterisierung der SSADH-Varianten
konnten kunftig moglicherweise personalisierte Therapiemoglichkeiten fur jeden einzel-

nen Erkrankten identifiziert und etabliert werden.

85



Summary

7 Summary

The SSADH deficiency is an autosomal recessive disorder of GABA metabolism
caused by mutations in the ALDH5A1 gene. The clinical presentation of SSADH defi-
ciency is non-specific. So far, the therapy of SSADH deficiency is based on symptomatic
treatment, with the main focus on the treatment of seizures or neurobehavioral disturb-
ances. Thus, the establishment of a curative or targeted therapy plays a major role in

research on SSADH deficiency.

To establish innovative therapeutic approaches, such as pharmacological chaperones,
it is important to know to what extent the pathogenic variants of the ALDH5A1 gene have
an influence on SSADH expression and activity. In my study, SSADH missense variants
were characterised using Western blotting and a fluorescence-based SSADH activity
assay. Additionally, in order to gain a better understanding of the pathophysiology of the
disease, the subcellular localisation of SSADH variants and the appearance of mitochon-
dria in fluorescently stained cells were investigated. This showed that all variants of the
ALDH5A1 gene studied here were expressed and localised in the mitochondria. How-
ever, the amount of the Gly284Asp SSADH variant was reduced. The activity was pro-
foundly reduced for all SSADH missense variants examined. As a result, toxic metabo-
lites probably accumulated, contributing to the mitochondrial damage observed using

fluorescent staining.

The characterisation of the SSADH missense variants was performed in a transient
transfection model with HEK293T-SSADH-KO cells. To generate a stable transfection
model, the Flp-In™ expression system was established. For this purpose, firstly, the en-
dogenous ALDH5A1 gene was knocked out in the Flp-In™ HEK293 cell line. Subse-
quently, the wildtype ALDH5A1 coding region was integrated into the genome of the

cells.

In the future, SSADH missense variants could be investigated with the help of the Flp-
In™ system for the purpose of gaining new insights into the pathogenesis of SSADH
deficiency. Therefore, eight missense mutations found in SSADH deficiency were inte-
grated into the expression plasmid belonging to the Flp-In™ system, and their functio-
nality was tested by using transient transfection. Next, the SSADH missense variants
can be stably expressed in Flp-In™ HEK293-SSADH-KO cells and subsequently char-
acterised in more detail. By characterising the SSADH variants more precisely, it may be

possible to identify and establish personalised therapy options for each individual patient.
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