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Abstract

Abstract

The aim of this study was to investigate the biochemistry and bioenergetics of cerebral
organic acid disorders focusing on glutaryl-CoA dehydrogenase (GCDH) deficiency and
succinic semialdehyde dehydrogenase (SSADH) deficiency. GCDH deficiency is an inherited
metabolic defect in the degradation of L-lysine, L-hydroxylysine and L-trytophan. It is caused
by a defect of GCDH resulting in an accumulation of glutaryl-CoA, glutaric (GA) and 3-
hydroxyglutaric (3-OH-GA) acid in tissues and body fluids. Clinically, this disease is
complicated by striatal degeneration within encephalopathic crises which are precipitated by
catabolic state during infancy. SSADH deficiency is an inherited metabolic defect in the
degradation of the neurotransmitter )aminobutyric acid (GABA). Affected patients are
characterized by an accumulation of GABA, »hydroxybutyric acid, succinic semialdehyde,
and 4,5-dihydroxyhexanoic acid in tissues and body fluids because of a defect SSADH.
Common clinical symptoms are psychomotoric retardation, seizures, movement disorders,
and behavioral problems.

In the bioenergetic part of this study it was examined, if a mitochondrial, bioenergetical
dysfunction is involved in the pathogenesis of these diseases. Endogenous activities of
respiratory chain and B-oxidation enzymes were studied in tissue homogenates of Gedh- and
Ssadh-deficient mice. Purified enzymes, tissue homogenates and submitochondrial particles
were used to determine the influence of the accumulating metabolites on enzymes of the
respiratory chain, S-oxidation and citric cycle. Oxidative stress was investigated by detecting
glutathione concentrations in tissue homogenates. The most important finding for GCDH
deficiency was an uncompetitive inhibition of the orketoacid dehydrogenase complexes,
especially the orketoglutarate dehydrogenase complex, by glutaryl-CoA. Otherwise, there
was no impact of accumulating metabolites on the enzymes of citric cycle, respiratory chain,
and SB-oxidation. Activities of S-oxidation enzymes in Gedh” mice were lower than in wild-
type mice, whereas activities of respiratory chain enzymes remained unchanged. In contrast to
GCDH deficiency there was no evidence that enzyme activities were affected or accumulating
metabolites had an impact on these enzymes in SSADH deficiency. In both mouse models
glutathione concentrations were reduced in brain tissues indicating oxidative stress.

The biochemical properties (tissue distribution, blood-brain-barrier [BBB] permeability,
origin of cerebral concentrations) of accumulating metabolites are well described for SSADH
deficiency. Although GA and 3-OH-GA are putative neurotoxins, these factors are quite
unknown for GCDH deficiency. Therefore these biochemical properties of GA and 3-OH-GA
were investigated. The concentrations of these dicarboxylic acids were studied in Gcdh-
deficient (Gedh™) mice, hepatic Gedh” mice, C57B1/6 mice after intraperitoneal loading with
d4-GA and ds-3-OH-GA. In addition, the transport of ds-GA and ds-3-OH-GA across porcine
brain capillary endothelial cells, an in vitro model for the BBB, was examined. The major
results were as follows: 1) an equimolar increase in cerebral and hepatic concentrations of
GA and 3-OH-GA in Gedh™™ mice, 2) a discrepant increase (liver >> brain) of GA and 3-OH-
GA in hepatic Gedh™ mice and in C57B1/6 mice after intraperitoneal loading with d4-GA and
ds-3-OH-GA, and 3) a low permeability of BCEC for GA and 3-OH-GA (efflux > influx).
These findings suggest that there is a cerebral de novo synthesis and subsequent trapping of
GA and 3-OH-GA because of the strongly limited BBB permeability for these dicarboxylic
acids.



Ubersicht

Ubersicht

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der Biochemie und Bioenergetik bei zerebralen
Organoazidopathien am Beispiel der Glutaryl-CoA-Dehydrogenase (GCDH)-Defizienz und
der Succinatsemialdehyd-Dehydrogenase (SSADH)-Defizienz untersucht. Die GCDH-
Defizienz ist eine erbliche Stoffwechselstorung im Abbau der Aminosduren L-Lysin, L-
Hydroxylysin und L-Tryptophan. Durch einen Defekt der GCDH akkumulieren bei Patienten
Glutaryl-CoA, Glutarsdure (GA) und 3-Hydroxyglutarsdure (3-OH-GA) in Geweben und
Korperfliissigkeiten. Unbehandelt wird diese Krankheit in der Kindheit zumeist durch eine
striatale Degeneration im Rahmen einer enzephalopathischen Krise nach einer katabolen
Stoffwechsellage kompliziert. Die SSADH-Defizienz ist eine erbliche Stoffwechselstérung im
Abbau des Neurotransmitters »*Aminobuttersdure (GABA). Patienten fallen durch eine
Akkumulation von GABA, »#Hydroxybuttersdure, Succinatsemialdehyd und 4,5-
Dihydroxyhexansdure in Geweben und Korperfliissigkeiten infolge einer defekten SSADH
auf. Haufige klinische Befunde sind psychomotorische Retardierung, epileptische
Krampfanfille, Bewegungstorungen und Verhaltensauffilligkeiten.

Im bioenergetischen Teil der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob eine mitochondriale,
bioenergetische Dysfunktion an der Pathogenese dieser Erkrankungen beteiligt ist. Hierfiir
wurden endogene Enzymaktivititen der Atmungskette und der f-Oxidation in
Gewebehomogenaten von Gcdh- und Ssadh-defizienten Miusen bestimmt. An isolierten
Enzymen, Gewebehomogenaten und submitochondrialen Partikeln wurde der Einfluss der
akkumulierenden Metabolite auf die Enzyme der Atmungskette, der S-Oxidation und des
Citratzyklusses getestet. Oxidativer Stress wurde iiber die Glutathion-Konzentrationen in
Gewebehomogenaten abgeschitzt. Das wichtigste Ergebnis fiir die GCDH-Defizienz war eine
unkompetitive Hemmung der a-Ketosdure-Dehydrogenase-Komplexe - insbesondere des -
Ketoglutarat-Dehydrogenase Komplexes - durch Glutaryl-CoA. Es konnte kein weiterer
Einfluss akkumulierender Metabolite auf die Enzyme des Citratzyklusses, der Atmungskette
und der f-Oxidation gefunden werden. Bei Gcdh-defizienten Midusen waren die endogenen
Aktivititen von Enzymen der S-Oxidation erniedrigt, die Aktivititen der Atmungsketten-
komplexe waren jedoch unverindert. Fiir die SSADH-Defizienz konnte keine Anderung
endogener Enzymaktivititen der Atmungskette oder ein direkter Einfluss akkumulierender
Metabolite auf die Enzyme der Atmungskette oder des Citratzyklusses gefunden werden. Bei
beiden Mausmodellen wurden im Gehirn erniedrigte Glutathion-Konzentrationen als Hinweis
auf oxidativen Stress nachgewiesen

Die biochemischen Eigenschaften (Gewebeverteilung, Bluthirnschranke [BBB]-Permeabilitit
und Herkunft der zerebralen Konzentrationen) akkumulierender Metabolite sind fiir die
SSADH-Defizienz gut beschrieben. Obwohl GA und 3-OH-GA postulierte Neurotoxine sind,
sind diese Faktoren bei der GCDH-Defizienz noch relativ unbekannt. Deshalb wurden diese
biochemischen Eigenschaften fir GA und 3-OH-GA untersucht. Hierzu wurden die
Konzentrationen dieser Dicarbonsiuren in Gedh-defizienten (Gedh”) Miusen, hepatozytiiren
Gedh”-Miusen und C57Bl/6-Miusen nach einer intraperitonealen Injektion von ds;-GA und
ds-3-OH-GA gemessen. Zusitzlich wurde der Transport von ds-GA und ds-3-OH-GA {iber
kapilldre Endothelzellen aus Schweinehirn, einem in vitro-Modell der BBB, untersucht. Die
wichtigsten Ergebnisse waren wie folgt: 1) ein #dquimolarer Anstieg zerebraler und
hepatischer GA- und 3-OH-GA-Konzentrationen in Gedh”-Miusen, 2) ein unterschiedlicher
Anstieg (Leber >> Gehirn) bei hepatozytiren Gedh”-Miusen und C57Bl/6-Miusen nach
einer intraperitonealen Injektion von ds-GA und ds-3-OH-GA und 3) eine geringe
Permeabilitat der BCEC fiir GA und 3-OH-GA (Efflux > Influx). Diese Ergebnisse weisen
auf eine zerebrale de novo-Synthese von GA und 3-OH-GA und anschlieBendes Trapping
durch eine stark limitierte BBB-Permeabilitit fiir diese Dicarbonséduren hin.
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Theorie

1 Theorie
1.1 Einleitung

Der Begriff der angeborenen Stoffwechselstorungen beschreibt eine grofe Gruppe von
erblichen Defekten im zelluldren Stoffwechsel. Die kumulative Inzidenz fiir einen solchen
Defekt bei einem Neugeborenen liegt bei ca. 1:500 (Zschocke und Hoffmann 2004).
Angeborene Stoffwechselstorungen sind ein relativ junges Gebiet der Medizin, das sich
parallel zur Etablierung neuer diagnostischer Verfahren etabliert hat. Viele dieser
Stoffwechseldefekte haben fiir unbehandelte Patienten verheerende Folgen. Die klinische
Symptomatik des Defektes manifestiert sich oft bereits vor oder kurz nach der Geburt. Eine
friihe Diagnose des Defektes verbunden mit therapeutischen Mallnahmen ist von grofter
Relevanz, da die ersten Lebensmonate bei vielen Defekten durch irreversibel Schidigungen
von Organen den Verlauf der Erkrankung prédgen. Die Einfithrung des Neugeborenen-
Screenings brachte einen groBen Fortschritt auf diesem Gebiet, da es mittels Tandem-
Massenspektrometrie und wenigen Blutstropfen des Neugeborenen erlaubt, einige
behandelbare Stoffwechselstorung noch vor der Manifestation irreversibler Organschiden zu
diagnostizieren und zu behandeln. Um therapeutische Konzepte fiir noch nicht oder nur
schlecht therapierbare Stoffwechseldefekte entwickeln zu konnen, ist jedoch zundchst die
Kenntnis ihrer Pathomechanismen erforderlich.

Im Rahmen dieser Arbeit soll deshalb am Beispiel der Glutaryl-CoA-Dehydrogenase-
Defizienz und der Succinatsemialdehyd-Dehydrogenase-Defizienz die Rolle der Biochemie
und der Bioenergetik im Pathomechanismus zerebraler Organoazidopathien, einer
Untergruppe der angeborenen Stoffwechselstorungen, exemplarisch untersucht werden.

Im Folgenden wird zunéchst der Begriff der zerebralen Organoazidopathien eingefiihrt und in
die Gruppe der Organoazidopathien eingeordnet. Darauf aufbauend werden die Glutaryl-
CoA-Dehydrogenase-Defizienz und zugehorige Tiermodelle beschrieben. In diesem
Zusammenhang wird auf die Exzitotoxizitdtshypothese mit ihren Implikationen fiir diesen
Stoffwechseldefekt eingegangen. Ein allgemeines pathophysiologisches Konzept und die
daraus folgenden Therapiestrategien der Glutaryl-CoA-Dehydrogenase-Defizienz werden
vorgestellt. Der Abschnitt schlieft mit einer Beschreibung der Succinatsemialdehyd-
Dehydrogenase-Defizienz und des zugehorigen Knock Out-Mausmodells sowie der
Vorstellung  eines  pathomechanistischen = Konzepts und daraus resultierenden

Behandlungsansitzen fiir diese Erkrankung.
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1.2 Organoazidopathien

Organoazidopathien sind eine heterogene Gruppe angeborener Stoffwechselkrankheiten des
Intermedidrstoffwechsels, deren gemeinsames biochemisches Gruppenmerkmal die vermehrte
Produktion und Akkumulation von charakteristischen Carbonsduren und CoA-Estern und z.T.
von Carnitin- und Glycinestern ist. Die meisten Organoazidopathien entstehen durch einen
Defekt im intramitochondrialen Abbau von verzweigtkettigen Aminosiduren. Die Anhdufung
der CoA-Verbindungen bildet dabei ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal zur Gruppe der
Aminoazidopathien. Bei diesen kommt es durch den Enzymdefekt zu einer Akkumulation von
charakteristischen Aminoséduren (z.B. Phenylalanin bei Phenylketonurie).

Die Gruppe der Organoazidopathien lésst sich in zwei Untergruppen aufteilen, die klassischen
und die zerebralen Organoazidopathien. Eine klassische Organoazidopathie stellt sich durch
eine akute, systemische, d.h. mehrere Organsysteme betreffende, Problematik dar. Bei der
klinischen Prisentation ldsst sich zwischen einer neonatalen Form (z.B. metabolische
Enzephalopathie, Lethargie, Dehydratation, neurovegetative Dysregulation), einer
chronischen, intermittierenden Form mit einer Manifestation im Adoleszenten- oder
Erwachsenenalter (z.B. ketoazidotisches Koma, Lethargie, Ataxie und Reye-Syndrom) und
einer chronisch progredienten Form (z.B. Gedeihstdrungen, chronisches Erbrechen,
Osteoporose, muskuldre Hypotonie und psychomotorische Retardierung) unterscheiden. Als
wichtigste Vertreter sind zu nennen Propionazidurie (Propionyl-Carboxylase-Defizienz),
Methylmalonazidurie (Defizienz der Methylmalonyl-CoA-Mutase oder der Adenosyl-
cobalamin-Synthese), Isovalerianazidurie (Isovaleryl-CoA-Dehydrogenase-Defizienz).
Zerebrale Organoazidopathien zeichnen sich durch einen weitgehend auf das Gehirn
beschriankten und oft progredienten Krankheitsverlauf aus. Haufige klinische Befunde sind
mentale Retardierung, Bewegungsstorungen, metabolische oder epileptische Enzephalopathie
und Leukodystrophie. Viele der bei den klassischen Organoazidopathien nachweisbaren
Laborveridnderungen (metabolische Azidose, Laktatazidose, Ketondmie/-urie, Hyperammoni-
dmie, Hypoglykdmie) treten bei den zerebralen Organoazidopathien nicht auf. Die
wichtigsten Vertreter dieser Untergruppe sind die Glutaryl-CoA-Dehydrogenase-Defizienz,
die  Succinatsemialdehyd-Dehydrogenase-Defizienz, die L-2- und D-2-Hydroxy-
glutarazidurien (Defekt der L-2- oder D-2-Hydroxyglutaryl-CoA-Dehydrogenase), der
Morbus Canavan (Defekt der Aspartoacylase), die Ethylmalonsdure-Enzephalopathie und der
2-Methyl-3-Hydroxyglutaryl-CoA-Dehydrogenase-Mangel.

Innerhalb der Gruppe der Organoazidopathien ldsst sich auch die Subgruppe der organischen

Azidopathien mit akkumulierenden Dicarbonsiduren definieren. Diese umfasst bis auf die
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Methylmalonazidurie, die eine klassische Organoazidurie ist, nur zerebrale Organoazidurien.
Dazu gehoren Glutaryl-CoA-Dehydrogenase-Defizienz, L-2- und D-2-Hydroxyglutarazidurie
und Ethylmalonsdure-Enzephalopathie. Die ursidchlichen Mechanismen der neurologischen
Komplikationen bei zerebralen Organoazidopathien sind meist noch unzureichend geklért. In
vielen Fillen wird jedoch eine neurotoxische Wirkung der akkumulierenden Intermediate

postuliert.

1.3  Glutaryl-CoA-Dehydrogenase-Defizienz

Die Glutaryl-CoA-Dehydrogenase-Defizienz (GA I; Synonym: Glutarazidurie/ azidemie Typ
I; MIM # 231670) ist eine autosomal rezessive Erkrankung mit einer geschitzten Median-
Priavalenz von 1:100000 Neugeborenen (Lindner et al. 2004) in Europa, Australien und
Nordamerika. Die Erkrankung ist jedoch in einigen Populationen, wie der Old Order Amish
Community (Lancaster County, Pennsylvania, USA; Strauss et al. 2003) und den kanadischen
Oji-Cree-Indianern (Greenberg et al. 2002) {iiberrepriasentiert. Das Glutaryl-CoA-
Dehydrogenase (GCDH) Gen liegt auf Chromosom 19p13.2, enthilt 11 Exons und ist 7 kb
gro} (Greenberg et al. 1995). Die GCDH (EC 1.3.99.7) ist ein mitochondriales
Schliisselenzym im Abbau der Aminosduren L-Tryptophan, L-Lysin und L-Hydroxylysin. Es
katalysiert die oxidative Decarboxylierung von Glutaryl-CoA zu Crotonyl-CoA und CO,
(Christensen 1993). Insgesamt sind mehr als 150 krankheitserzeugende Mutationen bekannt
(Busquets et al. 2000; Goodman et al. 1998; Zschocke et al. 2000). Biochemisch ist die
Krankheit durch eine Akkumulation der organischen Sduren Glutarsdure (GA) und 3-
Hydroxyglutarsdure (3-OH-GA) in Korperfliissigkeiten und Geweben gekennzeichnet.
Klinisch wird die GCDH-Defizienz durch eine akute striatale Degeneration kompliziert, die
sich im Rahmen einer enzephalopathischen Krise wihrend des Séauglings- oder
Kleinkindalters (Median: 9 Monate) manifestiert. Dieser Krise gehen héufig fiebrige
Infektionskrankheiten, Routineimpfungen oder Operationen voraus. Die Mehrheit der
unbehandelten Kinder entwickelt schwere klinische Symptome, insbesondere eine Dystonie,
vor Erreichen des 36 Lebensmonats. Diese Tatsache legt eine Begrenzung der Vulnerabilitét
auf einen definierten Zeitraum der zerebralen Entwicklung nahe (Hoffmann et al. 1996;
Kyllerman et al. 2004; Strauss et al. 2003a).

Zu den hiufigsten neuroradiologischen Befunden zihlen eine temporale Hypoplasie und/ oder
Atrophie, striatale Degeneration, pathologische Verinderungen der weillen Substanz,
subependymale Pseudozysten sowie subdurale Blutungen und Hygrome. Wenn der

Enzymdefekt frithzeitig diagnostiziert wird und eine L-Lysinrestringierte Didt und eine orale

3



Theorie

Carnitin-Supplementation sowie eine intensivierte Notfalltherapie im Rahmen kataboler
Stoffwechsellagen erfolgt, kann eine Manifestation der prognostisch relevanten
enzephalopathischen Krisen bei der Mehrzahl der Kinder verhindert werden (Hoffmann et al.
1996; Strauss et al. 2003; Naughten et al. 2004; Kolker et al. 2006).

Zwei biochemische Untergruppen — ,,high excretor* (GA im Urin > 100 mmol/mol Kreatinin)
und ,,low excretor” (GA im Urin < 100 mmol/mol Kreatinin) — konnten mittels quantitativer
Gaschromatographie/ Massenspektrometrie (GC/MS; Baric et al. 1999) definiert werden.
Generell ist der ,high excretor Status mit einer nichtdetektierbaren GCDH-Aktivitit
verbunden, wihrend ,,low excretor* eine residuale GCDH Aktivitit von bis zu 30 % in
Fibroblasten oder Leukozyten (Christensen et al. 2004) aufweisen. Bemerkenswerterweise
lasst sich aufgrund des biochemischen Phénotyps keine Aussage iiber den klinischen
Phinotyp treffen (Busquets er al. 2000; Miihlhausen ef al. 2003; Christensen et al. 2004;
Kolker et al. 2006). Einige Studien weisen darauf hin, dass GA und 3-OH-GA maligeblich an
der Pathogenese der GCDH-Defizienz beteiligt sind (Ubersicht Kolker et al. 2004a)

1.3.1 Gedh”-Maus

Das murine Gcdh-Gen liegt auf Chromosom 8 in einer Region mit hoher Homologie zum
humanen Chromosom 19, enthélt 11 Exone und ist 7 kb groB3. (Koeller et al 1995). Die DNA-
Sequenz des murinen und humanen GCDH-Gens enthilt konservierte Bereiche, die
Sequenzen im Promotorbereich des Isovaleryl-CoA-Dehydrogenase- und des mittelkettigen-
Acyl-CoA-Dehydrogenase-Gens &dhneln. Auch viele Konsensuselemente mit bekannten
Transkriptionsfaktoren fiir mitochondriale Proteine konnten identifiziert werden. (Woontner
et al. 2000). Die Expression des Gedh-Gens in der Maus zeigt hohe Konzentrationen des
Proteins in Leber und Niere, mittlere im Herzmuskel und geringe in Skelettmuskulatur und
Gehirn. Zerebral ist die Expression im Cerebellum und Hippocampus am hochsten, im
Striatum am niedrigsten (Woontner et al. 2000). Gcedh-defiziente Méduse wurden mittels
Integration eines Vektors in das Gcdh-Gen (gene targeting Technik) in embryonalen
Stammzellen generiert (Koeller et al. 2002). Die mutanten Miuse weisen einen vollstindigen
Verlust der Gedh-Aktivitit auf (Koeller et al. 2002). Prialiminare biochemische
Untersuchungen der Gedh”-Maus ergaben erhohte Konzentrationen von GA und 3-OH-GA in
Urin und Gehirn (Koeller ef al. 2002). Dies gleicht dem biochemischen Phinotyp humaner
GA 1 Patienten. Der klinische Phianotyp dhnelt hingegen nur teilweise dem humanen. Die
Evaluation der motorischen Funktionen mutanter Maus ergab im Vergleich zu Wildtyp-

Miusen, dass Gedh”-Miuse eine signifikant niedrigere Asymptote auf dem Rotarod
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aufweisen, langsamer einen schmalen Rundstab iiberqueren und beim Uberqueren dieses
Rundstabes ofter ausrutschen bzw. stiirzen (Koeller et al. 2002). Auf neuropathologischer
Ebene fallen Gedh”-Miuse durch eine diffuse spongiforme Myelinopathie auf. Neben diesen
phanotypischen Veridnderungen entwickeln die Méuse im Unterschied zu humanen GA 1
Patienten jedoch keine Dystonie oder akute striatale Schidigung (Koeller et al. 2002). Auch
katabolischer Stress, inflammatorische Cytokine und Lipopolysaccharide, die in vitro die 3-
OH-GA Neurotoxizitdt amplifizieren konnten (Kolker er al. 2001a), leiteten keine akute

enzephalopathische Krise bei diesen Tieren ein.

1.3.2 Weitere Tiermodelle der GCDH-Defizienz

1.3.2.1 Rousettus aegypticus

Rousettus aegypticus ist ein natiirlich vorkommendes Modell einer systemischen Gcdh-
Defizienz. Der Fledermaus fehlt eine relevante Gcedh-Aktivitdt in der Leber (Rousettus
aegypticus, 1,9 - 1,1 pmol/min pro mg Protein; Ratte 690 - 70 pmol/min pro mg) und Niere
(Rousettus aegypticus, 21 - 3 pmol/min pro mg Protein; Ratte, 380 - 240 pmol/min pro mg).
Sie gleicht dem biochemischen Phéanotyp von GA I Patienten und scheidet erhohte Mengen
GA und 3-OH-GA iiber den Urin aus. Sie besitzt jedoch eine normale zerebrale Gcdh-
Aktivitdt. Dieses natiirliche Tiermodell weist keine neurologischen Auffilligkeiten auf, die
sich auch nach L-Lysinbelastung nicht provozieren liefen (McMillan et al. 1988). Das
vollkommene Fehlen eines klinischen Phinotyps deutet darauf hin, dass die zerebrale GCDH-
Defizienz eine zentrale Rolle in der neuronalen Pathophysiologie der GA 1 spielt. Eine
biochemische Charakterisierung der zerebralen GA- und 3-OH-GA-Konzentrationen, um
diese Hypothese iiberpriifen zu konnen, wurde jedoch fiir Rousettus aegypticus bisher nicht

beschrieben.

1.3.2.2 Artifizielle Modelle der GCDH-Defizienz durch zerebrale Applikation von GA
und 3-OH-GA

Ein alternativer Ansatz zur Untersuchung der Rolle von GA und 3-OH-GA in der zerebralen
Pathophysiologie der GCDH-Defizienz ist die stereotaktische, intrastriatale Injektion dieser
beiden Dicarbonsduren. Ein solcher Ansatz wurde schon mit einer Vielzahl von potentiellen
Neurotoxinen (z.B. 3-Nitropropionsdure [3-NPA]) beschrieben (Beal et al. 1993; de Mello et
al 1996). Zwei Studien (de Mello er al. 2001; Lima et al. 1998) konnten nach intrastriataler
Applikation von GA und 3-OH-GA die postulierte Neurotoxizitit (Ubersicht Kolker et al.

2004a) dieser beiden Metabolite zeigen. 3-OH-GA induzierte eine ipsilaterale striatale Lision
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und Krampfanfille, die durch Blockade der NMDA-Rezeptoren und Stimulation der GABA-
Rezeptoren (de Mello et al. 2001) verhindert werden konnten. Weiterhin wurde nach 3-OH-
GA-Injektionen eine erhohte Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in denselben
Modellen gefunden (Latini et al. 2002). Die Applikation von GA erzeugte ebenfalls
Krampfanfille, die durch eine Stimulation der GABA-Rezeptoren reduziert wurden (Lima et
al. 1998). In einer Modifikation dieser Studie (Funk ef al. 2004) konnte dieses Ergebnis nur
partiell repliziert werden. Es zeigten sich zwar striatale Nekrosen, jedoch waren diese um die
Injektionsstelle rdaumlich begrenzt. Auch eine Prékonditionierung mit Lipopolysacchariden
konnte den Effekt nicht amplifizieren. Neben den uneinheitlichen Ergebnissen dieser
Experimente, liegt ein weiterer Nachteil in der einmaligen Injektion hoher Dosen von GA und
3-OH-GA. Dies kann leicht zu einer Uberschitzung des Effektes fiihren und spiegelt nicht die

chronische Belastungssituation bei GA I Patienten wider.

1.3.3 Exzitotoxizititshypothese
1.3.3.1 Primire Exzitotoxizitit

Der Begriff der Exzitotoxizitdt wurde in den 70er Jahren von Olney und Kollegen (1969,
1970, 1971 und 1972) eingefiihrt und beschreibt allgemein die neuronale Schidigung durch
pathologisch erhohte exzitatorische Neurotransmitter, vor allem Glutamat.

Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter und interagiert mit AMPA-,
Kainat- und metabotropen und ionotropen NMDA-Rezeptoren. Der exzitotoxische
Schidigungsmechanismus wird durch eine Uberstimulierung glutamaterger Rezeptoren
erzeugt und lisst sich in zwei Komponenten unterteilen.

Eine Hyperstimulierung von NMDA- und nonNMDA-Rezeptoren fiihrt direkt {iber einen
Einstrom von Na® zu einem Influx von CI" und H,O. Dies hat eine Schwellung des Neurons
und osmotische Schidigung (Choi 1987; Olney 1986; Churchwell et al. 1996; Inglefield et al.
1998) zur Folge.

Eine spitere Komponente wird durch einen Einstrom von Ca”* erzeugt (Olney 1986; Dessi et
al. 1994). Hier spielen NMDA-Rezeptoren eine wichtige Rolle, aber auch Ca**-permeable
AMPA- und Kainat-Rezeptoren und spannungsabhingige Ca”*-Kanile konnen beteiligt sein
(Lu et al. 1996). Der vermehrte Calciumeinstrom fiihrt zu einem Ungleichgewicht in der
Ca”**-Homoostase und zu einer Ca’*-Uberladung der Zelle. Da Ca* eine zentrale Rolle als
Botenstoff und Enzymaktivator in der Zelle spielt, kommt es zu einer komplexen zelluldren

Reaktion (Ubersicht Rego und Oliveira 2003; Berg et al. 2004; Nicholls 2004; Canzoniero
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und Snider 2005; Araujo und Carvalho 2005; Manfredi und Xu 2005; Desjardins und

Butterworth 2005). Wichtige Komponenten dieser Reaktion sind die:

- Aktivierung der Phospholipase A2 (Dumuis ef al. 1988). Diese ist an den Arachidonsiure
Stoffwechselweg gekoppelt, dessen Aktivierung in eine erhohte ROS Bildung miindet.

- Aktivierung der Ca’**-abhingigen Cystein-Protease Calpain (Siman und Noszek 1988).
Diese spaltet Strukturproteine proteolytisch und baut Cytoskelettkomponente ab.

- Aktivierung der neuronalen NO-Synthase (nNOS). Dies fiihrt zur Bildung von NO und
des freien Radikals Peroxynitrit (Dawson et al. 1993a; Dawson et al. 1996; Lipton et al.
1993).

- Aktivierung von Calcineurin. Diese Ca**/ Calmodulin aktivierte Phosphatase dephospho-
ryliert die nNOS und erhoht so die nNOS Aktivitit (Dawson et al. 1993b).

- Depolarisation der inneren mitochondrialen Membran infolge des Ca**-Einstroms, woraus
eine mitochondriale Dysfunktion (Schinder ef al. 1996) und ROS Produktion resultiert
(Dykens et al. 1994).

Die Rolle metabotroper NMDA-Rezeptoren besteht in der Modulation der durch ionotrope

NMDA-Rezeptor induzierten Exzitotoxizitdt {iber Signalkaskaden wie second messenger

vermittelte Aktivierung der Proteinkinase C, der Adenylatcyclase-Signalkaskade und der

Entleerung IPs-sensitiver Ca2+—Speicher (Bruno et al. 1995, 1999; Kingston et al. 1999;

Strasser et al. 1998; Sagara et al. 1998; Mukkhin et al. 1996). Insgesamt fiihren diese

Prozesse in Abhingigkeit von der Intensitit des zugrunde liegenden Stimulus, vom Zelltyp

und Ausreifung zu apoptotischem und nekrotischem Zelluntergang (Ankarcrona et al. 1995;

Choi 1996; Bonfoco et al. 1995).

1.3.3.2 Sekundire Exzitotoxizitit

Die primdre Komponente der Exzitotoxizitit, die durch pathologische Glutamat-
Konzentrationen erzeugt wird, spielt vor allem bei der Pathogenese des Hirninfarkts und der
hypoxisch-ischdmischen Enzephalopathie asphyktischer Neugeborener eine Rolle. (Hirsch
und Gibson 1984; Nicholls und Attwell 1990; Szatkoski und Attwell 1994; Benveniste et al.
1984; Drejer et al. 1985; Obrenovitch und Richards 1995; Rothman 1984, 1986; Lee et al.
1999), ist jedoch ungeniigend um die langsameren, progressiven Verdnderungen bei
neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson, Morbus
Huntington und zerebralen Organoazidopathien (z.B. GCDH-Defizienz) zu erkldren. Als

Ursache wurden zwei unterschiedliche Mechanismen postuliert: Abnormalitédt der Rezeptoren
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und mitochondriale Dysfunktion (Novelli et al. 1988; Beal 1992; Albin und Greenamyre
1992).

Ein abnormes Ansprechverhalten von NMDA-Rezeptoren und dem zugehdrigen Mg**-Block
konnten unter anderem in einem Mausmodell zum Morbus Huntington beschrieben werden
(Starling et al. 2005). Zahlreiche Studien wiesen aber vor allem auf die Bedeutung einer
mitochondriale Dysfunktion als zugrunde liegenden Mechanismus hin (Novelli et al. 1988;
Zeevalk und Nicklas 1990, 1991; Beal et al. 1991; Storey et al. 1992). Im Rahmen einer
mitochondrialen Dysfunktion kommt es zu einer verminderten ATP-Produktion durch die
Atmungskette. ATP wird in Neuronen benétigt, um den Ionen- und Spannungsgradienten
bzw. das Ruhepotential an der Zellmembran iiber Na'/ K'-Pumpen (Na'/ K'-ATPasen)
einzustellen. Weiterhin halten Ca**-ATPasen mittels aktiven Transports von intrazellulirem
Ca” aus der Zelle oder durch Transport in zellulire Speicher (endoplasmatisches Retikulum)
die Ca**-Homdostase aufrecht. Bei einem Ungleichgewicht des Energiestoffwechsels fiihrt
der ATP-Mangel nach einem synaptischen Signal zu einer unkontrollierten Membran-
depolarisation. Ist die Depolarisation stark genug, werden die spannungsabhingigen Mg”*-
Blocke der NMDA-Rezeptoren gelost, und es kommt zu einer Uberstimulation durch schon
physiologische Glutamat-Konzentrationen. Die unkontrollierte Membrandepolarisation und
Uberstimulation der NMDA-Rezeptoren leitet die unter primirer Exzitotoxizitit

beschriebenen Reaktionen ein.

1.3.3.3 Das Striatum und exzitotoxische Mechanismen

In vielen Studien konnte gezeigt werden, dass besonders das Striatum eine verstirkte
Vulnerabilitit fiir Ischamie (Pulsinelli et al. 1982), Hypoxie (Haddad und Jiang 1993),
Hypoglykdmie (Nakao et al. 1995) und exzitatorische Schadigung durch sowohl
Glutamatrezeptor-Agonisten (z.B. Glutamat, NMDA, Quinolinsdure) (Beal et al. 1988;
Chapman et al. 1989; Bruyn und Stoof 1990) als auch durch eine Dysfunktion (Nishino et al.
2000) oder Inhibition des mitochondrialen Energiemetabolismus (z.B. 3-NPA, Malonsiure)
(Green et al. 1993; Kim et al. 2000) besitzt. Die striatale Vulnerabilitit wird durch mehrere
konvergierende Mechanismen begiinstigt. Hierzu gehoren der starke corticostriatale und
thalamocorticale glutamaterge Input und ein hoher Gehalt von medium-spiny Neuronen
(Calabresi et al. 1998). (Medium-)spiny Neurone weisen aufgrund ihrer physiologischen und
molekularen Konzeption eine besondere Verwundbarkeit fiir exzitotoxische Mechanismen auf

(Calabresi et al. 2000).
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1.3.4 Ein pathophysiologisches Konzept zur GCDH-Defizienz
1.3.4.1 Stand der Forschung

Die bisher etablierten pathophysiologischen Konzepte fiir die GCDH-Defizienz basierten im
wesentlichen auf der Annahme, dass die beiden akkumulierenden Dicarbonsduren GA und 3-
OH-GA maligeblich an den neurodegenerativen Verdanderungen der Krankheit beteiligt sind
(Ubersicht Kolker et al. 2004a). Die strukturelle Ahnlichkeit von 3-OH-GA und Glutamat (2-
Amino-GA), dem wichtigsten exzitatorischen Neurotransmitter, legte den initiativen
Grundstein eines exzitotoxischen Schadigungsmodells. Es wurde hierbei postuliert, dass GA
und/ oder 3-OH-GA als ,falsche’ endogene Neurotransmitter einen exzitotoxischen
Schidigungsmechanismus iiber eine vermehrte Stimulation von Glutamat-Rezeptoren
auslosen. Untersuchungen an neuronalen Primér- und organotypischen Slice-Kulturen
konnten zeigen, dass 3-OH-GA eine neuronale Schéadigung hervorrief, die durch
Pridinkubation mit NMDA-Rezeptorant-Agonisten verhindert werden konnte (Kolker er al.
1999, 2000a,b, 2001a,b, 2002a; Ullrich ef al. 1999). Mittels Patch-clamp-Untersuchungen in
HEK?293-Zellen und Rezeptorbindungsstudien wurde von zwei Arbeitsgruppen gezeigt, dass
3-OH-GA als schwacher NMDA-Rezeptor-Agonist wirkt (Kolker et al. 2002; Rosa et al.
2004). Dies konnte in Xenopus laevis-Oozyten jedoch nicht bestitigt werden (Ullrich et al.
1999; Lund et al. 2004). Deshalb wurde postuliert, dass die Stimulation von NMDA-
Rezeptoren durch 3-OH-GA nicht nur direkt, sondern auch indirekt durch Beeinflussung des
spannungsabhingigen Mg**-Blocks zustande kommt (Ullrich er al. 1999). Als mdglicher
Ansatzpunkt wurde hierfiir eine Depletion des intrazelluldren Kreatinphopshat-Pools durch 3-
OH-GA aufgezeigt (Ullrich et al. 1999), wobei der zugrunde liegende Mechanismus unklar
blieb. In Ubereinstimmung mit der Exzitotoxizititshypothese konnte eine vermehrte
neuronale Generierung von ROS (Kolker et al. 2001a,c; Latini et al. 2002) nach Inkubation
mit 3-OH-GA gefunden werden.

Fir GA wurden andere Schidigungsmechanismen postuliert, wobei eine direkte Stimulation
von ionotropen Glutamatrezeptoren keine Bedeutung hatte (Kolker et al. 2002a; Ullrich et al.
1999; Lund et al. 2004). Es konnte eine Reduktion der GABA Produktion (Stokke et al.
1976), der synaptosomalen Glutamatautnahme (Bennett et al. 1973; Porciuncula et al. 2000)
und eine Inhibition der Na*/ K*-ATPase (Kolker et al. 2002b) durch GA beschrieben werden.
Eine Studie von Gerstner et al. (2005) konnte zeigen, das GA und 3-OH-GA in unreifen
Oligodentrozyten einen apoptotischen Zelluntergang initiiert. Dieser Effekt konnte an der bei
GA 1 Patienten zu findenden progredienten Leukoencephalopathie beteiligt sein. Da unreife

Oligodendrozyten keine funktionellen NMDA-Rezeptoren exprimieren, wurden alternative
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Schidigungsmechanismen postuliert. Eine aktuelle Arbeit von Miihlhausen und Kollegen
(2006) konnte eine gestorte Angiogenese humaner, dermaler, microvaskulidrer Endothelzellen
durch sehr hohe 3-OH-GA-Konzentrationen nachweisen. Die Autoren postulieren, dass dies
im Zusammenhang mit den subduralen Blutungen bei GA I Patienten steht.

Die beschriebenen Effekte sind jedoch einzeln zu schwach, um die striatale
Neurodegeneration mittels primirer Exzitotoxizitit zu erkldaren. Aulerdem konnte der direkte
exzitotoxische Effekt von 3-OH-GA nicht in allen Studien gezeigt werden (Bjugstad et al.
2001; Lund et al. 2000; Freudenberg et al. 2004). Zudem bleibt der toxische Effekt nicht
allein auf Nervenzellen begrenzt, was die Annahme NMDA-Rezeptor-unabhingiger
Schidigungsmechanismen bestérkt (Gerstner et al. 2005; Miihlhausen et al. 2006). Es scheint,
dass eine weitere amplifizierende  GroBe notwendig ist. Die  sekundire
Exzitotoxizititshypothese verweist in diesem Zusammenhang auf den bioenergetischen
Stoffwechsel. Zwar deuteten priliminare Daten (Ullrich et al. 1999) eine Inhibition des
Atmungskettenkomplexes II und V durch 3-OH-GA und GA an, direkte Messungen konnten
diesen Befund jedoch nicht belegen (Kolker et al. 2002b).

1.3.4.2 Bedeutung der Bluthirnschranke fiir die GCDH-Defizienz

Um die Relevanz der exzitotoxischen Hypothese und einer potentiellen bioenergetischen
Dysfunktion fiir den Pathomechanismus der GCDH-Defizienz einzuordnen, ist die Kenntnis
zerebraler GA- und 3-OH-GA-Konzentration von groer Relevanz. Das Wissen iiber die
zerebralen GA- und 3-OH-GA-Spiegel war zu Beginn dieser Arbeit jedoch auf wenige post
mortem-Untersuchungen (Goodman et al. 1977; Leibel et al. 1980; Bennett et al. 1986;
Kolker et al. 2003a) begrenzt. Aktuelle Studien konnten die Kenntnisse iiber zerebrale GA
und 3-OH-GA Spiegel durch einige post mortem-Untersuchungen (Funk ef al. 2005) und eine
Hirnbiopsie (Kiilkens et al. (2005) erweitern. Patienten ohne eine strikte Didt wiesen GA-
Konzentrationen von ungefdhr 500 - 5000 uM und 3-OH-GA-Konzentrationen von 40 - 200
uM in Hirngewebe auf. Diese Konzentrationen iibersteigen die bekannten
Plasmakonzentrationen 10 - 1000fach und erreichen einen Bereich der in in vitro-Modellen
neurotoxisch war (Kélker et al. 2004a). Fiir Gedh”-Miuse lag nur ein priliminarer Datensatz
zu beiden organischen Séduren vor (Koeller et al. 2002).

Vor allem fiir didtetische Strategien ist neben der Konzentration auch der Ursprung von
zerebraler GA und 3-OH-GA von grofler Bedeutung. Die Herkunft zerebraler Metabolite ist
im Allgemeinen auf eine de novo-Synthese im Gehirn und/ oder Anreicherung aus der

systemischen Zirkulation beschrinkt. Eine entscheidende Rolle spielt hierbei die
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Bluthirnschranke (BBB). Sie besteht aus kapilliren Endothelzellen, die von einer
kollagenhaltigen extrazelluldren Matrix umgeben sind. In diese Matrix sind Pericyten
eingebettet. Die Oberfliche wird von Astrozyten bedeckt, die iiber Signalstoffe die
Differenzierung der Endothelzellen und die Ausbildung der tight junctions modulieren
(Laterra et al. 1994; Rubin et al. 1991).

Die kapilliren Endothelzellen der BBB unterscheiden sich in zwei Punkten von
Endothelzellen anderer Organe. Zum einen bilden sie kontinuierliche tight junctions aus, die
einen trans-kapilldren Fluss von Metaboliten und Ionen verhindern, zum anderen besitzen sie
keine trans-endothelialen Transportwege (Brightman 1977). Die BBB isoliert so das Gehirn
metabolisch von der systemischen Zirkulation. Ein passiver Austausch von Substanzen iiber
die BBB ist streng durch die Grofle, Ladung und hydrophobe oder hydrophile Gruppen des
Metaboliten limitiert. Um die Versorgung des Gehirns zu sichern, gibt es iiber 20 spezifische
Transportsysteme, die als biochemische Torwéchter fiir Schliisselmetabolite wie Amino- und
Monocarbonséduren fungieren (Tamai und Tsuji 2000). Die Passage anderer Verbindungen
wie Dicarbonsduren (z.B. GA) ist jedoch nur begrenzt moglich (Hassel et al. 2002). Als ein
potentieller Transporter fiir die Dicarbonsduren in der BBB wurde der organische Anionen
Transporter 3 (OAT3), ein organischer Anion/ Dicarbonsdure Austauscher beschrieben
(Kikuchi et al. 2003; Ohtsuki et al. 2002; Sweet et al. 2003). Durch die beschriebenen
Eigenschaften der BBB wird das Gehirn einerseits mit Néhrstoffen versorgt, gleichzeitig aber
vor plasmatischen Fluktuationen (z. B. postprandialer Anstieg der Plasma-Aminosduren) und
Intoxikationen geschiitzt.

Eine Hypothese zur GCDH-Defizienz von Strauss und Morton (2003) postuliert eine
zerebrale Anreicherung von GA und 3-OH-GA aus der systemischen Zirkulation. 3-OH-GA
soll hierbei in Analogie zum kovalenten Komplex II-Inhibitor 3-NPA (Nishino et al. 1995)
die BBB schidigen und diese so fiir beide Dicarbonsiduren permeabel machen.

Das neurologisch unauffillige natiirliche Tiermodell Rousettus aegypticus (McMillan 1988)
und der starke ZNS/ Plasma Gradient beider organischer Sduren in Patientendaten (Goodman
et al. 1977; Leibel et al. 1980; Bennett et al. 1986; Kolker et al. 2003; Funk et al. 2005;
Kiilkens et al. 2005) sprechen jedoch fiir eine zerebrale de novo-Synthese bei gleichzeitiger

Impermeabilitit der BBB. Diese Alternativhypothese ist jedoch noch nicht untersucht worden.
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1.3.5 Therapeutische Strategien bei GCDH-Defizienz

Nach dem heutigen Stand der Forschung scheinen GA und 3-OH-GA grundlegend an der
Pathophysiologie der GCDH-Defizienz beteiligt zu sein. Infolgedessen stellt eine
Reduzierung der Synthese dieser organischen Sduren eines der therapeutischen
Grundprinzipien der GCDH-Defizienz dar. Aktuelle Therapieformen sind eine didtetische
Restriktion der Vorlduferaminosiduren L-Lysin und L-Tryptophan und eine orale Carnitin-
Supplementation (Baric et al. 1998; Hoffmann et al. 1996; Kolker et al. 2004b; Strauss et al.
2003). Bei einer L-Lysinrestringierten Didt wird die tdglich zugefiihrte Lysinmenge exakt
berechnet. Im Rahmen einer proteinrestringierten Didt wird hingegen lediglich die tégliche
Proteinzufuhr kalkuliert.

Des Weiteren wird eine intensivierte Notfallbehandlung im Rahmen kataboler
Stoffwechsellagen (z.B. fieberhafte Infektionskrankheiten) durchgefiihrt, um die
Manifestation enzephalopathischer Krisen zu verhindern (Hoffmann ef al. 1996; Monavari
und Naughten 2000; Strauss et al. 2003). Die Wirksamkeit dieser therapeutischen Ansitze
war vor Studienbeginn noch schlecht belegt, da klinische Studien zumeist nur an einer kleinen
Stichprobe vorgenommen wurden. Eine fehlende Integration grundlagenwissenschaftlicher

und klinischer Forschungsdaten erschwerte die Findung einer therapeutischen Rationalen.
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1.4  Succinatsemialdehyd-Dehydrogenasen-Defizienz

Die Succinatsemialdehyd-Dehydrogenase-Defizienz (Synonym, 7Y-Hydroxybutyrazidurie;
MIM # 271980) ist eine seltene autosomal-rezessive Erkrankung des zerebralen -
Aminobutyrat (GABA)-Metabolismus. Das Succinatsemialdehyd-Dehydrogenase (SSADH)-
Gen (ALDHS5AI) liegt auf Chromosom 6p22 (Trettel et al. 1997) und ist 38 kb groB3. Die
SSADH (EC 1.2.1.24) katalysiert den zweiten Schritt in der Umwandlung von GABA zu
Succinat, die Dehydrogenierung von Succinatsemialdehyd (SSA) zu Succinat. Der erste
Schritt dieser Umwandlung, die Transaminierung von GABA zu SSA, wird durch die GABA-
Transaminase katalysiert. Dieser Stoffwechselweg ist in zerebralen Mitochondrien von grof3er
Bedeutung, da er den Metabolismus der beiden wichtigsten Neurotransmitter GABA und
Glutamat iiber Succinat an die Atmungskette koppelt. Bei einem Defekt der SSADH wird
GABA zu vy-Hydroxybuttersiure (GHB) umgewandelt. Biochemisch ist die SSADH-
Defizienz durch eine Akkumulation von GHB und GABA in Serum, Urin und im Liquor der
Patienten charakterisiert (Jacobs et al. 1993). Vor allem GHB gilt aufgrund seiner
auBergewohnlichen neurophamakologischen Eigenschaften (Snead 1978) als wichtiger
Wirkstoff im Pathomechanismus der Erkrankung (Gibson et al. 1998). Klinisch prisentiert
sich die SSADH-Defizienz in der Kindheit mit psychomotorischer Retardierung,
Krampfanfillen, Hypotonie, einer nicht progressiven Ataxie (Gibson et al. 1998) und Mikro-
oder Makrozepahlie. Im MRT zeigen sich T,-Hyperintensititen im Globus pallidus und der
weilen Substanz. Zusitzlich treten Beeintrichtigungen der Sprachfdhigkeit und
Verhaltensauffilligkeiten wie  Aggressivitidt, Angstzustinde, Halluzinationen und
Autoaggression auf (Gibson et al. 2003). Bisher konnten iiber 50 Mutationen des ALDH5A -
Gens in Patienten beschrieben werden (Akaboshi et al. 2003; Aoshima et al. 2002; Bekri et
al. 2004; Hogema et al. 2001a). Wie bei der GCDH-Defizienz konnte auch bei diesem Defekt

keine Genotyp-Phinotyp-Korrelation gefunden werden.

1.4.1 Aldh5al”-Maus

Aldh5al”-Miuse wurden durch die gene rargeting Technik am Aldh5al-Gen und Cre-Lox-
Rekombination erstellt (Hogema et al. 2001b). Die mutanten Méduse nahmen in den ersten
Lebenswochen nicht an Gewicht zu (Cortez et al. 2004) und zeichneten sich durch erhohte
GHB- und GABA-Konzentrationen in Korperfliissigkeiten und Gewebeextrakten aus (Gibson
et al. 2002). Elektrocorticogramme sich frei bewegender Miuse ergaben Abscencen mit

Krampfanfillen ab dem 14. postnatalen Tag. Ab den Tagen 20-24 gingen diese Krampfanfille
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in generalisierende Krampfanfille iiber, die ab dem 26. Tag letal waren (Cortez et al. 2004).
Ungewohnlicherweise fielen diese Miuse durch reduzierte zerebrale Glutamin-Konzentra-
tionen bei gleichzeitig normalem Glutamatspiegel auf (Hogema et al. 2001Db).

Zudem konnten in der AldhS5al”-Maus erhdhte Konzentrationen von Homocarnosin
beschrieben werden (Gupta et al. 2004a). Die Bedeutung dieses GABA-Histidin-Dipeptides
fiir die Neuropathologie der Erkrankung aber auch seine Bedeutung fiir das gesunde ZNS ist
bis jetzt noch unklar. Homocarnosin wurde als osmoregulatorisches und potentiell
neuroprotektives Agens beschrieben (Tabakman et al. 2002).

Neben GABA und GHB wurde auch eine Akkumulation von 4,5-Dihydroxyhexansédure (4,5-
DHHA) bei der Ssadh-Defizienz gemessen (Gibson et al. 2002). Es wird postuliert, dass 4,5-
DHHA durch eine Kondensation von SSA und 2- oder 3-Kohlenstoffintermediaten (z.B.
Acetyl-CoA, Laktat oder Pyruvat) entsteht (Brown et al. 1987). Moglicherweise ist an dieser
Reaktion auch der Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex beteiligt (Schoerken und Sprenger 1998;
Shaw und Westerfeld 1968). Die Rolle dieses Metaboliten fiir die Pathogenese ist noch
unklar.

Eine Himatoxylin/ Eosin Farbung von Hirnschnitten der mutanten Maiuse ergab keine
strukturellen Abnormalititen. Eine immunohistochemische Firbung des glial fibrillary acidic
protein (GFAP) zeigte hingegen eine Astrogliose in den dorsalen hippocampalen

Kommissuren (Hogema et al. 2001b).

1.4.2 Ein pathophysiologisches Konzept zur SSADH-Defizienz

1.4.2.1 Einfluss erhohter GABA- und GHB-Konzentrationen auf die
Neurotransmission

Wihrend die Pathogenese der GCDH-Defizienz nach dem heutigen Stand der Forschung
durch eine Uberstimulation der exzitatorischen Neurotransmission entsteht, scheint der
Pathomechanismus der SSADH-Defizienz auf einem Ungleichgewicht der inhibitorischen
Neurotransmission zu basieren. Eine zentrale Rolle bei der SSADH-Defizienz spielt die
Akkumulation von GABA und GHB.

GABA ist der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter im Gehirn. Drei verschiedene
Rezeptorklassen sind bekannt (Enna 2001). GABAs-und GABA(c-Rezeptoren sind ionotrope,
GABAjg-Rezeptoren hingegen metabotrope Rezeptoren, die iiber G-Proteine mit den
inhibitorischen Signalkaskaden verkniipft sind. GABAs-Rezeptoren sind aus verschiedenen
o-, B- und ¢y-Untereinheiten zusammengesetzt. Uber die Zusammensetzung dieser

Untereinheiten kann die Funktionalitit und das Antwortverhalten auf modulierende Faktoren
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des Rezeptors veridndert werden. Eine pathologische Bedeutung dieser Modulation konnte vor
allem fiir Epilepsien gezeigt werden (Isokawa 1996; Shumate et al. 1998; Loup et al. 2000).
GABA-Rezeptoren erlauben den Fluss von CI'- und Bicarbonationen (im Verhiltnis 4:1).
Durch eine Hyperpolarisation der Membran infolge des CIl-Einstroms entsteht die
inhibierende Wirkung GABAs auf die Neurotransmission. Uber eine Senkung des
Membranwiderstands durch die Offnung von GABA-Rezeptoren kann auch ein
exzitatorisches Signal abgeschwicht werden (Gulledge und Stuart 2003; Cohen et al. 2002;
Khalilov et al. 2003; Staley et al. 1995).

Aktuelle Studien zeigen, dass sich die Bedeutung der GABA-Rezeptoren nicht auf die
inhibitorische Neurotransmission beschrinkt. In Abhédngigkeit von Ruhemembranpotential
und intrazelluldrer Chloridionenkonzentration kann ein GABAerges Signal inhibitorisch oder
exzitatorisch wirken (Chavas und Marty 2003; Gulledge und Stuart 2003; Cohen et al. 2002;
Khalilov er al. 2003; Staley et al. 1995). Dieser Effekt wird im Kapitel 1.4.2.2 genauer
beschrieben.

GHB ist der zweite wichtige Marker der SSADH-Defizienz. Sie ist ein endogenes Derivat der
GABA und kann in Konzentrationen kleiner als 1 % der zugehorigen GABA-Konzentration
gemessen werden (Doherty et al. 1978). Wihrend die BBB fiir GABA nicht permeabel ist, ist
sie fiir GHB jedoch durchlissig und erlaubt so die zerebrale Anreicherung von GHB aus der
systemischen Zirkulation. Im Gehirn hat GHB starke Effekte auf die Elektrophysiologie und
das Verhalten (Snead 2000). Die zerebrale Stellung der GHB - Neurotransmitter oder
Neuromodulator - wird diskutiert. Jiingere Studien weisen aufgrund pharmakologischer
Effekte vermehrt auf ihre Rolle als Neurotransmitter hin (Bernasconi et al. 1999; Cash 1994;
Maitre et al. 2000). GHB bindet GABAg-Rezeptoren mit einer geringen Affinitit (mM
Konzentrationen) und spezifische GHB-Rezeptoren mit hoher Affinitit (nM bis uM
Konzentrationen) (Lingenhoehl ef al. 1998; Murphy et al. 2004). Molekularbiologische
Studien unterstiitzen die Existenz eines eigenstindigen GHB-Rezeptors (Wu et al. 2004).
Zurzeit wird angenommen, dass die intrinsische Wirkung von GHB iiber GHB-Rezeptoren,
die pharmakologische und klinische Wirkung von exogenem GHB jedoch iiber GABAj -
Rezeptoren vermittelt wird. (Kaupmann et al. 2003).

Der Metabolismus von GHB ist noch relativ ungeklirt. 3,4-Dihydroxybuttersdure und
Glycolsdure im Urin von Patienten (Jakobs et al. 1981) konnten auf eine Verstoffwechselung
mittels #-Oxidation hinweisen. GHB konnte auch zu GABA zuriickgewandelt werden, da die
Konversationsschritte zu GABA und SSA reversibel sind (Hechler er al. 1997; Vayer et al.
1985).
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Untersuchungen zum GABAergen Rezeptorsystem konnten eine Abnahme der GABAg-
Rezeptoruntereinheiten (R1a,b und R2) im Cortex von Ssadh-defizienten Méusen vor dem
Beginn von Krampfanfillen feststellen (Buzzi et al. 2003). Aus diesem Befund lésst sich eine
Hypothese fiir den epileptischen Phinotyp der Miuse beschreiben.

Die frithen Abscence-Krampfanfille der Ssadh-defizienten Miuse werden durch die erhdhten
GABA- und GHB-Konzentrationen im Gehirn erzeugt. Dieser Effekt konnte schon in anderen
Tiermodellen gezeigt werden (Hu et al. 2001; Hosford et al. 1992).

Als Mechanismus fiir die sich anschlieBenden generalisierenden Krampfanfille wird ein
Zusammenbruch der GABAergen Neurotransmission angenommen. Dieser konnte durch eine
Herrunterregulierung der GABA- und GABAjg -Rezeptoren - wie in der AldhSal”-Maus
gezeigt - als sekundire Antwort auf die erhohten GABA- und GHB-Spiegel entstehen.
Letztlich kidme es zu einem Ungleichgewicht zwischen der exzitatorischen und der
inhibitorischen Neurotransmission zugunsten der exzitatorischen Erregungsleitung, das sich
in Krampfanféllen manifestiert (Cortez et al. 2004).

Ein Ungleichgewicht des bioenergetischen Stoffwechsels durch die bei dieser Erkrankung
akkumulierenden Metabolite konnte an dieser Stelle als amplifizierender Mechanismus
einsetzen. Neben einer reduzierten inhibitorischen Neurotransmission wiirden sekundire
exzitotoxische Mechanismen die exzitatorische Signale und somit den klinischen Phénotyp

verstarken.

1.4.2.2 Einfluss erhohter GABA-Konzentrationen auf die neuronale Entwicklung

Ein weiterer Schidigungsmechanismus durch GABA konnte in der neuronalen Entwicklung
stattfinden. Wihrend dieser Phase wirkt GABA depolarisierend und fiihrt zu einer Erh6hung
des intrazelluldren Calciumpools iiber Aktivierung von L-fype und spannungsvermittelten
Ca’*-Kaniilen (Cherubini et al. 1991; Obrietan und van den Pol 1995; Leinekugel et al. 1999).
Dieser Effekt basiert auf der Tatsche, dass in der neonatalen Entwicklung das
Gleichgewichtspotential fiir Chloridionen in Bezug auf das Ruhemembranpotential positiv ist
(Rivera et al. 1999; Wang et al. 2001), woraus sich eine nach auflengerichtete treibende Kraft
fiir Chloridionen bei Offnung der GABA,-Rezeptoren ergibt. Im Laufe der neuronalen
Entwicklung wird das Gleichgewichtspotential negativ und die treibende Kraft richtet sich
nach innen.

GABA spielt auch beim Neuritenwachstum und der Stabilisierung der Synapsen eine wichtige
Rolle. Erhohte GABA-Konzentrationen konnten so mit neuronaler Migration und

Strukturbildung interferieren (Jelitai et al. 2004).
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1.4.2.3 Bedeutung des Glutamat/ Glutaminzyklus fiir die SSADH-Defizienz

Der Befund reduzierter Glutamin-Konzentrationen bei gleichzeitig normalen Glutamat-
Konzentrationen bei der Aldh5al”-Maus spricht fiir ein Ungleichgewicht im Glutamat/
Glutaminzyklus zwischen Neuronen und Astrozyten.

Die Glutamat/ Glutaminzyklus Hypothese konnte schon von Van den Berg und Garfinkel
(1971) und Benjamin und Quastel (1972) beschrieben werden. Sie steht im Zusammenhang
mit der engen Kopplung von Gliazellen und Neuronen zur Aufrechterhaltung des
Transmitterpools und der metabolischen und energetischen Homdostase (Bacci et al. 1999;
Deitmer 2001; Patel et al. 1982; Pfrieger und Barres 1996; Rothman et al. 1999; Tsacopoulos
und Magistretti 1996). Glutamat wird im Laufe eines exzitatorischen Impulses vom Neuron in
den synaptischen Spalt entlassen, von dort kann es mit exzitatorischen Rezeptoren (z.B.
NMDA- oder AMPA-Rezeptoren) wechselwirken. Astrozyten nehmen das Glutamat auf und
wandeln es mittels Glutamin-Synthase in Glutamin um. Dieses Enzym ist zerebral auf
Astrozyten beschréankt. Glutamin wird ausgeschleust und vom Neuron aufgenommen. In einer
auf das Neuron beschrinkten Reaktion wird aus Glutamin mittels Glutaminase Glutamat
synthetisiert, welches fiir weitere Neurotransmissionen erneut zur Verfiigung steht.

Eine mogliche Ursache fiir eine Storung dieses Shuttles und die reduzierten Glutamin-
Konzentrationen konnte ein Ungleichgewicht des mitochondrialen Energiestoffwechsels vor
allem auf Ebene des Citratzyklus sein. Durch einen Block des Citratzyklus wird Glutamin als
Kohlenstoffquelle benotigt und steht nicht mehr fiir die bioenergetische und metabolische

Kopplung zwischen Astrozyt und Neuron zu Verfiigung (Pellerin und Magistretti 2003).

1.4.3 Therapeutische Strategien bei der SSADH-Defizienz

Die héufigste therapeutische Strategie bei der SSADH-Defizienz ist die Gabe von Vigabatrin
(Gibson et al. 1995; Matern et al. 1996). Die Wirkung von Vigabatrin beruht auf seiner anti-
epileptischen Funktion als GABA-Transaminase Inhibitor. Es erhoht die GABA-
Konzentration und verringert durch die inhibierte Bildung von SSA die GHB-
Konzentrationen. Der grofite Kritikpunkt dieser Strategie ist darin zu sehen, dass die SSADH-
Defizienz schon krankheitsbedingt durch erhohte zerebrale GABA Spiegel charakterisiert ist.
Die uneinheitlichen Ergebnisse zum Behandlungserfolg stellen diese Behandlungsform
ebenfalls in Frage (Matern et al. 1996).

Weitere Therapieoptionen sind die phénotyporientiete Gabe von Methylphenidat gegen
Aufmerksamkeitsdefizite und Hyperkinesie, von Carbamazepin und Lamotrigin gegen die

Krampfanfille und von Benzodiazepin gegen Angststorungen (Pearl ef al. 2004).
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Am Mausmodell der SSADH-Defizienz wurden bekannte Therapieformen tiberpriift und neue
Optionen erforscht. Die Gabe von Vigabatrin, dem GABAg-Rezeptor-Antagonisten CGP
35348 und GHB-Rezeptor-Antagonist NCS-382 fiihrten bei diesem Mausmodell zu einer
signifikant lingeren Uberlebensdauer (Gupta et al. 2002). In dieser Untersuchung hatte auch
Taurin eine protektive Wirkung.

Die Isolierung von SSADH aus verschiedenen Gewebetypen ergab, dass die Leber den
grofften Anteil an diesem Protein aufweist (Chambliss er al. 1995). Es wurde deshalb
postuliert, dass die Leber iiber die GHB-Produktion einen wichtigen Grundstein der
Pathophysiologie legt. Hepatisches GHB kann anschlieBend iiber die Zirkulation und die
BBB in das Gehirn gelangen und dort seine schidigende Wirkung induzieren. Hieraus ergab
sich ein neues Therapiekonzept, die gentherapeutische Korrektur der hepatischen Ssadh-
Defizienz. Diese Strategie wurde an mutanten Miuse mittels eines Adenovirus gekoppelten
Konstruktes (Gupta et al. 2004b) iiberpriift. Sie konnte die Leberaktivitit der Ssadh um 10 -
20 % heben und verlingerte die Lebensdauer der Méause um 40 %. Der periphere GHB-

Spiegel konnte um 70 % und der zerebrale um 50 % gesenkt werden.
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2 Fragestellung

Diese Arbeit gliedert sich in einen bioenergetischen und einen biochemischen Teil.

2.1 Bioenergetik

Es soll untersucht werden, ob eine Dysfunktion des bioenergetischen, mitochondrialen

Energiestoffwechsels infolge von

1. regulatorischen Anderungen von Enzymen des mitochondrialen Energiestoffwechsels,

2. toxischen Effekten akkumulierender Metabolite auf Enzyme des mitochondrialen
Energiestoffwechsels und

3. oxidativem Stress

im Pathomechanismus der GCDH- und SSADH-Defizienz eine Rolle spielen. Hierzu werden

endogene Enzymaktivititen der mitochondrialen A-Oxidation von Fettsduren und der

Atmungskette in Gewebehomogenaten der Knock Out-Mausmodelle und der direkte Einfluss

akkumulierender Metabolite (GCDH-Defizienz: Glutaryl-CoA, GA und 3-OH-GA; SSADH-

Defizienz: SSA, GABA, GHB und 4,5-DHHA) auf Enzyme der f-Oxidation, der

Atmungskette und des Citratzyklusses untersucht. Oxidativer Stress wird iiber den

Glutathiongehalt der Gewebehomogenate abgeschitzt.

2.2 Biochemie

Wihrend fiir die SSADH-Defizienz die biochemischen Eigenschaften akkumulierender

Metabolite bereits beschrieben sind (z.B. Jacobs et al. 1993; Chambliss et al. 1995; Gibson et

al. 2002), sind diese Faktoren fiir die GCDH-Defizienz noch relativ unbekannt. Um das

bestehende Konzept zur Pathophysiologie der GCDH-Defizienz zu prizisieren, soll Folgendes

untersucht werden:

4. Gewebeverteilung von GA und 3-OH-GA,

5. BBB-Permeabilitit fiir GA und 3-OH-GA und

6. Ursprung zerebraler GA und 3-OH-GA (Anreicherung aus der systemischen Zirkulation
vs. zerebrale de novo-Synthese)

Hierzu wird die Gewebeverteilung von GA und 3-OH-GA in Gedh”-Miusen und

hepatozytiren Gedh” -Miusen untersucht. Der Transport von GA und 3-OH-GA iiber die

BBB wird durch intraperitoneale Injektion von deuterierter GA und 3-OH-GA in Wildtyp-

Mause und direkt an kapillaren Endothelzellen aus Schweinehirn bestimmt. Abschlie3end soll

der Nutzen verschiedener Diiitstrategien an Gedh” -Miusen beschrieben werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien
3.1.1 Chemikalien

Aventis Crop Science, Frankfurt

3-Dimethoxy-5-Methyl-6-Decyl-1,4-Benzochinon

Biochrom, Berlin

F12-HAM, L-Glutamin, Medium 199, MEM, Penicillin G, HEPES, 10 % Pferdeserum, 10 %

Hitze inaktiviertes Pferdeserum und Streptomycin.

CDN Isotopes
[2,2,4,4-"H4]-GA und [2,2,3,4,4-"Hs]-3-OH-GA

Macherey-Nagel, Diiren

N-methyl-N-trimethylsilylheptafluorbutyramid

Pharmacia, Uppsala, Sweden

Percoll Gradient

Roche, Mannheim

Collagen, Collagenase/ Dispase, Dispase

Serva, Heidelberg

Carboxyfluorescein

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Acetyl-CoA, o-Ketoglutarat, o-Ketoisovalerat, Antimycin, Arginin, ATP, Butyryl-CoA,
CaCl, x 2 H,0, Carnitin, Chloralhydrat, Citrat, CoA-SH, Cytochrom ¢, DBQ, DCPIP, D-
Glucose, DMSO, DTNB, EGTA, FAD, Ammonium-Eisen(II)-Sulfat, Folin-Ciocalteaus-
Phenolreagenz, Fumarat, GA, GABA, GHB, Glutaryl-CoA, Glutathion, K,HPO,, Kalium-
Natrium Tartrat, KCI, KCI, Kupfersulfat, Laurylmaltosid, L-Cystein, Lipoamid, Malat,
Mangansulfat, MgClI, x 6 H,O, MgSO,, NaCl, NaCl, NaCN, NAD, NADH, NADP, NaHCOs3,
NaN3, Natrium-Dithionit, Natriumdodecylsulfat, = N-Ethylmaleimid, Octanoyl-CoA,
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Oligomycin, Ornithin, Palmitoyl-CoA, para-Aminohippursdure, PBS, Phenazinmethosulfat,
Phosphoenolpyruvat, p-lodonitrotetrazolium Violet, Rinderserum-Albumin, Saccharose, SSA,

Succinat, Succinyl-CoA, Thiaminpyrophosphat, Tris/HCI, Triton X -100 und TTFA

Synthesen
3-OH-GA und 4,5-DHHA: Herman ten Brink, Amsterdam, Vrije Universiteit

3.1.2 Isolierte Enzyme

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Aconitase, a-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex, Citrat-Synthase, Fumarase, Glutathion
Reduktase, Laktat-Dehydrogenase, Isocitrat-Dehydrogenase, Malat-Dehydrogenase, Pyruvat-

Dehydrogenase-Komplex und Pyruvatkinase

Globozym, Carlsbad, USA

verzweigtkettige-Ketosdure-Dehydrogenase-Komplex

3.2 Tiermodelle

Fir die grundlegende Charakterisierung gewebespezifischer bioenergetischer und
biochemischer Parameter der GCDH-Defizienz wurden Wildtyp-C57B1/6-Méuse, chh'/'—,
Gedh'-,  Gedh'™-Miuse und  hepatozytire Gedh”-Miuse verwendet. Fir  die
intraperitonealen Injektionsexperimente mit Deuterium-markierter GA und 3-OH-GA wurden
C57Bl/6-Miuse genutzt. Fiir die grundlegende Charakterisierung gewebespezifischer
bioenergetischer Parameter der SSADH-Defizienz wurden Aldh5a]'/'—, Aldh5al*"- und
Aldh5al™™-Miuse verwendet. Alle Tiere wurden unter SPF (specific pathogen-free)
Bedingungen gehalten und geziichtet. Tierpflege und Experimente entsprachen den offiziellen
Richtlinien fiir Tierversuche. Sie waren sowohl von einem offiziellen Gremium als auch von

einem universitaren Ethikkomitee genehmigt.

3.2.1 Gedh™-Miuse

Die Gedh”-Miuse wurden durch die gene targeting Technik am Gcdh-Gen von murinen,
embryonalen Stammzellen durch den Kooperationspartner Herrn Prof. Dr. Koeller (Oregon
Health and Science University (OHSU), Portland) generiert (Koeller et al. 2002). Eine Zucht

dieser Méuse wurde parallel in der OHSU und im Zentralen Tierlabor der Universitit
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Heidelberg durchgefiihrt. Alle im weiteren Verlauf als Gedh™*-Miuse bezeichneten Tiere

sind Wildtyp-C57Bl/6.

3.2.2 Hepatozytiire Gedh™-Miuse

Miuse mit einer hepatozytiren Gcedh-Defizienz wurden in Zusammenarbeit mit unserem
Kooperationspartner Herrn Prof. Dr. Koeller in Portland generiert. Hepatozyten aus Gedh” -
Miusen wurden mittels Hepatozytentransplantation in Empféangertiere mit einem intakten
Gcedh-Gen eingebracht. Die Empfingertiere tragen eine Deletion des Fumarylacetoacetat-
Hydrolase (Fah)-Gens. Dies entspricht dem Genotyp einer humanen Tyrosindmie Typ I. Fah
(EC 3.7.1.2) ist ein zentrales Enzym im Abbauweg von Tyrosin, dessen Defizienz chronisches
Leberversagen durch den Anstau von toxischer Homogentisinsdure und sekunddr mutagenem
Fumarylacetoacetat verursacht. Die Akkumulation dieser Metabolite und das daraus
resultierende  Leberversagen kann durch eine Behandlung mit 2-(2-nitro-4-
trifluoromethylbenzoyl)-1,3-cyclohexanedion (NTBC) verhindert werden. Dieser Wirkstoff
blockiert die 4-Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase (EC 1.13.11.27), die enzymatisch vier
Schritte vor Fah im Abbau von Tyrosin liegt (Lindstedt et al. 1992). Eine akute Hepatopathie
der Fah”-Miuse kann so bis zum Zeitpunkt der Transplantation verhindert werden. Zum
Zeitpunkt der Transplantation wird die Behandlung mit NTBC eingestellt. Da die
transplantierten Hepatozyten aus Gedh”-Miusen iiber eine intakte Fah-Aktivitit verfiigen,
besitzen diese Zellen einen selektiven Wachstumsvorteil zum Zeitpunkt der Transplantation
und konnen die Leber repopularisieren. Hepatozyten von Gedh”-Miusen wurden mittels
einer zweischrittigen Kollagenase Perfusion in situ gewonnen (Hamman et al. 2005). Zellzahl
und Viabilitit wurden durch Trypanblau-Féarbung in einem Hemocytometer gemessen. Ca 3 X
10° Hepatozyten wurden in 100 ul DMEM + 15 % fotalem Kilberserum aufgenommen und in
einer offenen Laparotomie injiziert. Eine systematische Verhaltensuntersuchung der Miause
steht noch aus.

Die Organe (Leber und Gehirn) und das Serum wurden in Portland entnommen und auf
Trockeneis nach Heidelberg fiir die weiteren Analysen versand. Wobei die Hirne der Miuse
mit 20 ml einer Losung aus PBS und 25 U/ml Heparin perfundiert wurden, um eine

Kontamination mit GA oder 3-OH-GA aus dem Blut zu verhindern.
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3.2.3 Intraperitoneale Injektion deuterierter GA und 3-OH-GA in
C57Bl/6-Miuse
[2,2,4,4-"Hy]-GA (ds-GA) und [2,2,3,4,4-"Hs]-3-OH-GA (ds-3-OH-GA) wurden in PBS gelost
und der pH-Wert auf 7,4 eingestellt. Beide Losungen wurden in C57Bl/6-Méuse (postnataler
Tag 90) mit einer Endkonzentration von 5 mmol/kg Korpergewicht injiziert. Zu definierten
Zeitpunkten (1 h, 3 h, und 5 h) nach der intraperitonealen Injektion wurden Miuse unter
Chloralhydrat-Anisthesie getotet. Fiir jeden Zeitpunkt wurden n = 3 Méuse verwendet. Leber
und Gehirn der Miuse wurden mit 20 ml einer Losung aus PBS und 25 U/ml Heparin

perfundiert, um eine Kontamination mit stabilen Isotopen aus dem Blut zu verhindern.

3.2.4 Aldh5al”-Miuse

Die Aldh5al”-Maus wurde durch die gene targeting Technik am Aldh5al-Gen von murinen,
embryonalen Stammzellen von unserem Kooperationspartner Herrn Prof. Dr. Gibson in der
OHSU, Portland generiert (Hogema et al. 2001). Vor Ort wurden die Organe entnommen und

auf Trockeneis nach Heidelberg fiir die weiteren Analysen versand.

3.2.5 Diiitstudien mit Gedh” -Miusen

An Gedh”-Miusen wurde der Effekt verschiedener Diitstrategien iiberpriift, erstens eine L-

Lysinrestringierte Didt, zweitens eine Kompetition zwischen Arginin/ Ornithin und L-Lysin

um das Transportsystem y° in der BBB zur Senkung zerebraler GA-und 3-OH-GA-

Konzentrationen und drittens eine Carnitin-Supplementation um eine Ausscheidung der

beiden Dicarbonsiuren zu fordern.

Die Diidten waren wie folgt aufgebaut:

e Lysinreduzierte Diit (,,PMI Amino acid W/.4% Lysine* (D1810191) von Lab Diet). Der
Lysingehalt der Didt wurde auf 0,4 % w/w reduziert, dies entspricht ungefihr 350 mg/kg
Korpergewicht und Tag und ist der Mindestbedarf einer Maus an L-Lysin. Die
Standarddiit enthalt 1,42 % w/w.

e 100 und 500 mg/kg Korpergewicht und Tag Arginin iiber das Trinkwasser

¢ 100 und 500 mg/kg Korpergewicht und Tag Ornithin iiber das Trinkwasser

e 100 und 400 mg/kg Korpergewicht und Tag Carnitin iiber das Trinkwasser

Die Kontrollgruppe erhielt eine Standard Diit (,,Amino Acid Control diet* (D44181) von Lab

Diet). Pro Didttyp wurden n = 3 Miuse verwendet. Nach zwei Wochen wurden die Méause

getotet und Serum, Urin, Leber und Gehirn entnommen.
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3.2.6 Praparation der Gewebehomogenate

Im Falle der Gedh”-Maus wurden die Tiere zwischen dem postnatalen Tag 56 - 200 getotet.
Die Gewebe (Gehirn, Leber, Herz- und Skelettmuskel) aus allen Experimenten - Gedh -,
Gedh™™-, Gedh™ -Miuse, intraperitoneal belastete C57Bl/6-Miuse und Diiitstudien - wurden
sofort entfernt, auf Eis in einem Puffer (0,1 ml pro 0,1 mg Gewebe) bestehend aus 250 mM
Saccharose, 50 mM KCl, 5 mM MgCl,, 20 mM Tris/HCI (pH 7,4) aufgenommen und gekiihlt.
Serum wurde durch Blutabnahme aus dem rechten Atrium und anschlieBender Zentrifugation
gewonnen.

Die Gewebe (Leber und Gehirn) und das Serum der hepatozytiren Gedh” und Gedh™” -
Mause und die Gewebe (Leber, Niere, Skelettmuskel, Cortex, Hippocampus, Cerebellum und
Hirnstamm) der Aldh5al”-, Aldh5al™ - und Aldh5al*"*-Miduse wurden durch die
Kooperationspartner vor Ort entnommen und uns auf Trockeneis zugesandt. Auch diese
Gewebe wurden auf Eis in einem Puffer (0,1 ml pro 0,1 mg Gewebe) bestehend aus 250 mM
Saccharose, 50 mM KCl, 5 mM MgCl,, 20 mM Tris/HCI (pH 7.4) aufgenommen.

Die Gewebe wurden anschlieBend mit einem Potter-Elvehjem-System in diesem Puffer

homogenisiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

3.2.7 Submitochondriale Partikel (SMPs)

Mitochondriale Membranen aus Rinderherz wurden nach der Methode von Smith (1967) mit
einer Modifikation von Engel et al. (1983) in einem Puffer bestechend aus 250 mM
Saccharose, 10 mM Tris/HCI, 0,05 mM EDTA bei pH 7.4 isoliert. Der hieraus resultierende
Uberstand wurde 20 Minuten bei 15000 x g zentrifugiert. Das mitochondriale Pellet wurde
mit einem Puffer bestehend aus 250 mM Saccharose, 10 mM KPi, 10 mM Tris/HCI, 2 mM
EGTA, 2 mM MgCl, bei pH 7,4 auf eine ungefihre Proteinkonzentration von 10 mg/ml
eingestellt. 25 ml Einheiten wurden zehnmal fiir 15 Sekunden mit einem Branson Sonifier 250
(Branson, Danbury, CT) bei maximaler Energie in einem Eisbad behandelt. Die sonifizierte
Suspension wurde bei 10000 x g fiir 10 Minuten und der Uberstand anschlieBend bei 100000
x g fiir 45 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 mM EDTA, 1 mM MgCl,, 75
mM KPi bei pH 7,4 resuspendiert. Die Suspension wurde in 10 pl Fraktionen in fliissigen
Stickstoff getropft, die gefrorenen Tropfen wurden aliquotiert und in fliissigem Stickstoff

gelagert. Der Proteingehalt wurde nach Lowry et al. (1951) bestimmt.
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3.3 Genetische Methoden

3.3.1 DNA-Extraktion aus Gedh” -Mausschwanzspitzen

Die Extraktion erfolgt nach dem Invitrogen-Protokoll: #8 fiir Mouse Tails (Easy-DNA™ Kit).
In einem Mikrozentrifugationsgefil wurde ein Mix aus 320 ul TE Puffer, 20 ul
Lysierungspuffer, 10 pl Prizipitationspuffer und 5 pl Protein Degrader (5 mg/ml) erstellt. Die
ca. 1 cm lange Mausschwanzspitze wurde zu dem Mix hinzugegeben und 12-20 Stunden bei
225 upm und bei 60 °C in einem Wasserbad geschiittelt. Danach wurden 300 pl
Lysierungspuffer und 120 ul Pizipitationspuffer zu der Probe pipettiert. Der Ansatz wurde
gevortext bis die Losung viskos erschien. Es wurden darauf 750 ul Chloroform hinzugegeben
und die Losung erneut gevortext bis sie homogen war. Es folgte eine Zentrifugation bei 1300
upm und 4 °C in einer Tischzentrifuge (Biofuge, Heraceus Instruments). Die obere wissrige
Phase wurde in ein neues Mikrozentrifugationsgefif3 iiberfiihrt. 1 ml Ethanol (99,7 %, -20 °C)
wurde zu der wissrigen Phase pipettiert, die Losung gevortext und 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Die Probe wurde anschlieBend 15 Minuten bei 13000 upm zentrifugiert, das
Ethanol dekantiert und das Pellet mit 80 % Ethanol (-20 °C) gewaschen. Die Probe wurde
erneut bei 13000 upm 3-5 Minuten zentrifugiert und das Ethanol abgenommen. Das Pellet
wurde nochmals kurz bei 13000 upm zentrifugiert, um das restliche Ethanol zu entfernen. Das
Pellet wurde dann 5 Minuten an der Luft getrocknet und in 50 ml TE-Puffer, dem 1 pl einer 2
mg/ml konzentrierten RNAse zugegeben wurde, gelost. Nach einer 30 miniitigen Inkubation

bei 37 °C wurde die DNA-Konzentration auf 50 pg/ml mit TE-Puffer eingestellt.

3.3.2 Gcdh-PCR

Die Gedh” -Maus ist durch die Integration eines Vektors in das Gedh-Gen generiert worden.
Durch diesen Vektor wurden Exon 1-7 des Gcdh-Gens durch die Gene nlacF und NEO
ersetzt (Koeller et al. 2002). Zur Genotypisierung der Miuse wurde die homologe Integration
am 3'-Ende des Vektors mittels eines Vorwértsprimers aus der NEO-Gensequenz und einem
zur chromosomalen DNA komplementdren Riickwértsprimer im Intron 8 untersucht. Die
homologe Integration am 5'-Ende wurde iiber einen Riickwértsprimer aus dem lacZ-Gen und
einem Vorwirtsprimer, der zur genomischen DNA auflerhalb des Vektors komplementér war,
tiberpriift. Die Genotypisierung der Méuse erfolgte mittels Duplex-PCR bestehend aus den
Primern fiir das K.O. und das Wiltyp-Produkt (NEO25, R17, R21 und F13). Es wurde ein
Reaktionsmix bestehend aus 1 uM je Primer, 0,25 mM je Nukleotid, Puffer J (1x)
(Invitrogen), 1,5 U Tag-Polymerase (Fischer) und 2 ng/ul DNA mit einem Endvolumen von
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50 ul angesetzt. Das Zyklusprogramm der PCR war auf 40 Zyklen mit einer
Denaturierungsphase von 30 Sekunden bei 94 °C, einer Annealingphase von 30 Sekunden bei
69 °C und einer Elongationsphase von 60 Sekunden bei 72 °C eingestellt. Zu Beginn der
Zyklen erfolgte ein Denaturierungsschritt von fiinf Minuten bei 94 °C und am Ende der
Zyklen folgte eine finale Elongationsphase von fiinf Minuten bei 72 °C. Das Wildtyp-Produkt
der PCR (F13 - R21) ist 570 bp und das Knock Out-Produkt (NEO25 - R17) 750 bp gro8. 10
ul des mit Bromphenolblau eingefirbten PCR-Produkts wurden zur Analyse auf ein 1,8 %
Agarose-Gel in TBE-Puffer aufgetragen.
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3.4 Spektrophotometrische Methoden

3.4.1 Proteinbestimmung

Der Proteingehalt wurde nach Lowry et al. (1951) mit einer Modifikation nach Helenius und
Simons (1972) bestimmt und auf Mikrotiterplattenmalstab adaptiert. Rinderserum-Albumin
wurde in Konzentrationen von 0 — 2 mg/ml in wissriger 1 %iger Natriumdodecylsulfatlosung
angesetzt und als Standard verwendet. Die Probe wurde mit 1 % Natriumdodecylsulfat auf
eine Konzentration unter 2 mg/ml eingestellt. Zu 2,5 ul Probe bzw. Standard wurden 250 ul
eines Reaktionsgemisches bestehend aus 0,01 % Kupfersulfat, 0,02 % Kalium-Natrium
Tartrat, 1 % Natriumdodecylsulfat, 2 % NaHCO; und 0,1 M NaOH gegeben. Nach einer
Inkubation (10 Minuten, 37 °C) wurden 25 ul Folin-Ciocalteaus-Phenolreagenz (1:3 H,0)
hinzugegeben und das Gemisch 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgt danach durch Messung der Extinktion bei 578 nm und

Korrelation mit der Eichreihe.

3.4.2 Untersuchung von steady state Enzymaktivititen

Steady state Aktivititen der Enzyme wurden mit einem Computer gesteuerten
Spektrophotometer (Spectramax Plus Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale,
California, U.S.A.) gemessen. Bis auf die Reduktion von 5',5"-Dithiobis-(2-Nitrobenzoat)
(DTNB) wurden alle Kinetiken im Einstrahl-Zweiwellenldngenverfahren aufgenommen, um
den Einfluss storender Umgebungsvariablen auszuschlieBen. Alle Proben wurden in einer
temperierten 96-well Mikrotiterplatte (Greiner Bio-One) mit einem finalen Volumen von 300
ul gemessen. Die spezifischen Enzymaktivititen (U/mg) wurden mittels Proteinnormierung
der Enzymaktivitit und des Extinktionskoeffizient des Chromogens bestimmt. Folgende
Extinktionskoeffizienten wurden verwendet:

Cytochrom c: € 540-550 nm = 19,0 mM! x cm'l,

NAD/NADH: € 340400 nm = 6,1 mM™' x cm’;

DCPIP: € 610750 im = 22,0 mM ™' x cm™,

DTNB: € 412y = 14,2 mM ™' x cm™.
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3.4.2.1 Bestimmung der Einzelenzymaktivititen der Atmungskettenkomplexe I-V in
SMPs

In den Ansitzen fiir die Komplexe I, I, III, V wurde ein Basispuffer bestehend aus 250 mM
Saccharose, 50 mM KCI, 5 mM MgCl, und 20 mM Tris/HCl (pH 7.,4) eingesetzt. Die
Spezifitit aller Aktivitdtsmessungen wurde durch die Zugabe eines spezifischen Hemmstoffs

iberpriift.

3.4.2.1.1 NADH-Dehydrogenase (Komplex I)

Die Komplex I-Aktivitit wurde durch die Oxidation von NADH in Anwesenheit von
Ubichinon gemessen. Die Aktivitidt wurde nach einem modifizierten Protokoll von Okun et al.
(1999) im Basispuffer mit folgenden Zusdtzen aufgenommen: 0,05 % (w/v) Laurylmaltosid,
200 uM NADH, 60 uM 2,3-Dimethoxy-5-Methyl-6-Decyl-1,4-Benzochinon (DBQ) bei pH-
Wert 7,4 und 30 °C. Die SMPs (0,53 mg/ml) wurden im Basispuffer mit 2 mM NaCN und
200 uM NADH verdiinnt und bei 30 °C bis zur Messung inkubiert. Die Komplex I -
Hemmung erfolgt mit 1 uM 2-n-Decylquinazolin-4-yl-Amin (DQA, in Ethanol). Pro Well
wurden 50 ul SMP-Verdiinnung vorgelegt und die Reaktion durch Zugabe von 250 ul des
Reaktionsgemisches gestartet. Die maximale Hemmung liegt bei 95 %. Die Messung erfolgte

bei 30 °C und A = 340400 nm.

3.4.2.1.2 Succinat-Dehydrogenase (Komplex II)

Die Aktivitdt von Komplex II wurde iiber die Reduktion von Succinat zu Fumarat bestimmt,
wobei Dichlorophenolindophenol (DCPIP) als Elektronenakzeptor fungierte. Die Aktivitit
wurde nach einem modifizierten Protokoll von Ziegler und Rieske (1967) im Basispuffer mit
folgenden Zusitzen aufgenommen: 0,05 % (w/v) Triton X -100, 20 mM Succinat, 40 uM
DBQ (in DMSO), 60 uM DCPIP, 2 mM NaNj bei pH-Wert 7,4 und 30 °C. Die SMPs (0,26
mg/ml) wurden im Basispuffer mit 2 mM NaN3, 20 mM Succinat verdiinnt und bei 30 °C bis
zur Messung (mindestens 10 Minuten) inkubiert. Pro Well wurden 50 ul SMP-Verdiinnung
vorgelegt und die Reaktion durch Zugabe von 250 ul des Reaktionsgemisches gestartet Die
Komplex II - Hemmung erfolgte mit 8 mM Thenoyltrifluoroaceton (TTFA, in Ethanol). Die
maximale Hemmung liegt bei 90 %. Die Messung erfolgte bei 37 °C und A = 610-750 nm.
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3.4.2.1.3 Cytochrom c-Reduktase (Komplex III)

Die Aktivitdit des Komplex III wurde durch die Reduzierung von Cytochrom c¢ in
Anwesenheit von reduziertem Ubichinon (QH,) gemessen. Die Aktivitdt wurde nach einem
modifizierten Protokoll von Brandt und Okun (1997) im Basispuffer mit folgenden Zusitzen
aufgenommen: 0,05 % (w/v) Triton X-100, 50 uM Decylubihydrochinon (DBH) bei pH-Wert
7,4 und 25 °C. Die SMPs (0,11 mg/ml) wurden im Basispuffer mit 2 mM NaCN verdiinnt und
bei 25 °C bis zur Messung inkubiert. Pro Well wurden 50 ul SMP-Verdiinnung und 2 pl
oxidiertes Cytochrom ¢ (10 mM in 20 mM KPi und pH 7,4) vorgelegt und die Reaktion durch
Zugabe von 250 ul des Reaktionsgemisches gestartet. Die Komplex III - Hemmung erfolgte
mit 2 uM Antimycin (alternativ Stigmatellin) (in Ethanol). Die maximale Hemmung liegt bei

100 %. Die Messung erfolgte bei 25 °C und A = 540-550.

Herstellung von Decylubihydrochinon
DBQ wurde wie bei Brandt und Okun (1997) beschrieben durch Zugabe von Natrium-

Dithionit zu DBH reduziert. Die Konzentration von DBH wurde bei 290-350 nm (€299.350 =

4,2 mM! x cm'l) bestimmt.

3.4.2.1.4 Cytochrom c-Oxidase (Komplex IV)

Die Aktivitdt des Komplex IV wurde durch die Oxidation von reduziertem Cytochrom c¢
gemessen. Die Aktivitit wurde nach einem modifizierten Protokoll von Sinjorgo et al. (1987)
in einem Puffer bestehend aus: 250 mM Saccharose, 120 mM KPi, 5 mM MgCl,, 0,05 %
Laurylmaltosid bei pH-Wert 7,4 und 25 °C aufgenommen. Die SMPs (0,01 mg/ml) wurden
im Basispuffer verdiinnt und bei 25 °C bis zur Messung inkubiert. Pro Well wurden 50 pul
SMP-Verdiinnung und 3 pl reduziertes Cytochrom ¢ (5 mM in 20 mM KPi und pH 7.4)
vorgelegt und die Reaktion durch Zugabe von 250 ul des Reaktionsgemisches gestartet Die
Komplex IV - Hemmung erfolgte mit 2 mM NaCN. Die maximale Hemmung liegt bei 100 %.
Die Messung erfolgte bei 25 °C und A = 540-550 nm.

Cytochrom c-Reduktion:

Zu 2,7 ml 10 mM Cytochrom ¢ in 20 mM KPi wurden 0,3 ml einer 1 M Natriumdithionit-
losung gegeben. Eine Sidule (Econo-Pac 10DG Columns) wurde mit 100 ml 20 mM
Stickstoff-begastem KPi-Puffer &dquilibriert. Die Cytochrom c¢-Dithionitlésung wurde

aufgetragen und mit begastem KPi-Puffer eluiert. Das Eluat wurde in ml-Fraktionen
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aufgefangen. Der reduzierte Cytochrom c-Gehalt der Fraktionen wurde spektroskopisch bei

1

€ 540-550 nm = 19,0 l’Ill\/[_1 Xcm o uberpruft

3.4.2.1.5 ATP-Synthase (Komplex V)

Die Aktivitit des Komplex V wurde indirekt durch seine reverse Reaktion, die Hydrolyse von
ATP zu ADP, gemessen. Diese treibt die reverse Reaktion zweier dem System zugesetzter
Enzyme an. Phosphenolpyruvat wird mittels Pyruvatkinase und ADP zu ATP und Pyruvat
umgewandelt, welches durch die Laktat-Dehydrogenase zu Laktat unter Oxidation von
NADH abgebaut wird. Die Komplex V-Aktivitit wurde nach einem modifizierten Protokoll
von Percy et al. (1985) im Basispuffer mit folgenden Zusitzen gemessen: 250 uM NADH, 1
mM Phosphoenolpyruvat, 2,5 U/ml Laktat-Dehydrogenase, 2 U/ml Pyruvatkinase, 2 mM
ATP, 1uM DQA bei pH-Wert 7,4 und 37 °C. Die SMPs (1,05 mg/ml) wurden im Basispuffer
mit 2 mM NaCN und 200 uM NADH verdiinnt und bei 37 °C bis zur Messung inkubiert. Pro
Well wurden 50 ul SMP-Verdiinnung vorgelegt und die Reaktion durch Zugabe von 250 ul
des Reaktionsgemisches gestartet. Die Komplex V - Hemmung erfolgte mit 80 pM
Oligomycin (in Ethanol). Die maximale Hemmung liegt bei 93 %. Die Messung erfolgte bei
37 °C und A = 340-400 nm.

3.4.2.1.6 Inhibitionsexperimente

Der Einfluss von GA, 3-OH-GA, Glutaryl-CoA oder GABA, GHB, 4,5-DHHA, SSA (jeweils
1 mM und pH 7,4) auf die Einzelenzymaktivititen wurde durch die Zugabe der jeweiligen

Substanz zum Testsystem untersucht.

3.4.2.2 Bestimmung der Einzelenzymaktivititen der Atmungskettenkomplexe I-V in
Gewebehomogenaten

Die gleichen Methoden wie fiir die SMPs wurden verwendet, um die Einzelenzymkomplexe
in Gewebehomogenaten zu messen. Die SMPs wurden durch das jeweilige
Gewebehomogenat ersetzt. (Komplex I: 3 mg Protein/ml; Komplex II: 1 mg Protein/ml;
Komplex II: 0,5 mg Protein/ml; Komplex IV: 0,2 mg Protein/ml und Komplex V: 1 mg
Protein/ml).
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3.4.2.3 Untersuchung von Citratzyklus-Enzymaktivititen

Es kamen isolierte Citrat-Synthase, Malat-Dehydrogenase, Fumarase, Isocitrat-
Dehydrogenase und Aconitase aus Schweineherz zum Einsatz. Die Enzymaktivititen wurden
nach Vorlage von 10 ul der Enzymverdiinnung (in 10 mM KPi Puffer) durch die Zugabe von
290 ul des jeweiligen Reaktionspuffers gestartet.

3.4.2.3.1 Citrat-Synthase

Die Citrat-Synthase (CS)-Aktivitit (Endkonzentration 23 mU/ml; EC 2.3.3.1) wurde in einem
Puffer bestehend aus 10 mM KPi, 30 uM Oxalacetat, 80 uM Acetyl-CoA und 100 uM DTNB
bei pH 7,4 und 25 °C gemessen. Die CS-Aktivitit wurde als DTNB-Reduktion bei A = 412

nm bestimmt.

3.4.2.3.2 Malat-Dehydrogenase

Die Malat-Dehydrogenase (MDH)-Aktivitit (Endkonzentration 16 mU/ml; EC 1.1.1.37)
wurde in einem Puffer bestehend aus 400 mU CS, 2 mM Malat, 10 mM KPi, 330 uM NAD
und 80 uM Acetyl-CoA bei pH 7,4 und 25 °C gemessen. Die MDH-Aktivitdt wurde als NAD-
Reduktion bei A = 340-400 nm bestimmt.

3.4.2.3.3 Fumarase

Die Fumarase-Aktivitidt (Endkonzentration 650 mU/ml; EC 4.2.1.2 ) wurde in einem Puffer
bestehend aus 660 mU/ml MDH, 400 mU CS, 2 mM Fumarat, 10 mM KPi, 330 uM NAD
und 80 uM Acetyl-CoA bei pH 7,4 und 25 °C gemessen. Die Fumarase-Aktivitdt wurde als
NAD-Reduktion durch die MDH bei A = 340-400 nm bestimmt.

3.4.2.3.4 Isocitrat-Dehydrogenase

Die Isocitrat-Dehydrogenase (IDH)-Aktivitit (Endkonzentration 1 U/ml; EC 1.1.1.41) wurde
in einem Puffer bestehend aus 2 mM Isocitrat, 10 mM KPi und 0,2 mM NADP bei pH 7,4
und 25 °C gemessen. Die IDH-Aktivitit wurde als NADP Reduktion bei A = 340-400 nm

gemessen.
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3.4.2.3.5 Aconitase

Die Aconitase-Aktivitit (EC 4.2.1.3) wurde nach einem Protokoll von Morrison (1954) mit
Modifikationen untersucht. Die Aconitase (Endkonzentration 0,70 mg/ml) wurde in einem
Puffer bestehend aus 0,7 U IDH, 36 mM Tris/HCl, 0,07 mM Citrat, 0,18 mM NADP, 1,3 mM
Mangansulfat, 0,8 uM Ammonium-Eisen(II)-Sulfat und 0,08 mM L-Cystein bei pH 7,4 und
25 C gemessen. Die Aconitase-Aktivitit wurde als NADP-Reduktion bei A = 340-400 nm

bestimmt.

3.4.2.3.6 Inhibitionsexperimente

Der Einfluss von GA, 3-OH-GA, Glutaryl-CoA (bis zu 2 mM und pH 7,4) oder GABA, GHB,
4,5-DHHA, SSA (jeweils 1 mM und pH 7,4) auf die Einzelenzymaktivititen wurde durch die

Zugabe der jeweiligen Substanz zum Testsystem untersucht.

3.4.2.4 Untersuchungen an den a-Ketosiure-Dehydrogenase-Komplexen

Es kamen isolierter a-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex, verzweigtkettige-Ketosdure-
Dehydrogenase-Komplex und Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex aus Schweineherz zum
Einsatz. Die Enzymaktivititen wurden nach Vorlage von 10 ul Enzymverdiinnung (in 10 mM

KPi Puffer) durch die Zugabe von 290 ul des jeweiligen Reaktionspuffers gestartet.

3.4.2.4.1 o-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex

Die o-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex (KGDHc)-Aktivitdit wurde nach einem
Protokoll von Humphries und Szweda (1998) mit Modifikationen untersucht. Der KGDHc
(Endkonzentration 650 mU/ml) wurde in einem Puffer bestehend aus 35 mM KPi, 5 mM
MgCl,, 0,5 mM EDTA, 0,5 mM NAD, 0,2 mM Thiaminpyrophosphat, 0,04 mM CoA-SH und
2 mM o-Ketoglutarat bei pH 7,4 und 30 °C gemessen. Die KGDHc-Aktivitidt wurde als
NAD-Reduktion bei A = 340-400 nm bestimmt.

3.4.24.1.1 o-Ketoglutarat-Dehydrogenase

Die o-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Aktivitit (Endkonzentration 650 mU/ml; Elk, EC
1.2.4.2.) wurde in einem Puffer bestehend aus 35 mM KPi, 0,5 mM MgSO,, 0,5 mM EDTA,
1 mM Thiaminpyrophosphat, 0,5 mM DCPIP und 2 mM o-Ketoglutarat bei pH 7,4 und 30 °C
gemessen. Die E1k-Aktivitit wurde als DCPIP-Reduktion bei A = 610-750 nm bestimmt.
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3.4.2.4.1.2 Dihydrolipoyl Succinyltransferase

Die Dihydrolipoyl Succinyltransferase-Aktivitit (Endkonzentration 650 mU/ml; E2k, EC
2.3.1.61) wurde in einem Puffer bestehend aus 35 mM KPi, 0,5 mM EDTA, 1 mM Glutaryl-
CoA oder Succinyl-CoA und 0,1 mM DTNB bei pH 7,4 und 30 °C gemessen. Die E2k-
Aktivitdt wurde als Produktionsrate von freiem CoA mittels DTNB-Reduktion bei A = 412

nm bestimmt.

3.4.2.4.1.3 Dihydrolipoyl-Dehydrogenase

Dihydrolipoyl-Dehydrogenase-Aktivitit (Endkonzentration 650 mU/ml; E3, EC 1.8.1.4)
wurde in einem Puffer bestehend aus 35 mM KPi, 0,5 mM EDTA, 0,1 mM NADH und 0,4
mM Lipoamid bei pH 7,4 und 30 °C gemessen. Die E3-Aktivitdt wurde als NADH-Oxidation
bei A = 340-400 nm bestimmt.

3.4.2.4.2 Verzweigtkettige-Ketosdure-Dehydrogenase-Komplex

Die verzweigtkettige-Ketosidure-Dehydrogenase-Komplex (BCKDHc)-Aktivitdt wurde nach
einem Protokoll von Danner et al. (1979) mit Modifikationen untersucht. BCKDHc
(Endkonzentration 16,7 pg/ml) wurde in einem Puffer bestehend aus 50 mM Tris-HCI, 2 mM
MgCl,, 1 mM NAD, 0,4 mM Thiaminpyrophosphat, 0,4 mM CoA-SH und 0,2 mM o
Ketoisovalerat bei pH 7,4 und 30 °C gemessen. Die BCKDHc-Aktivitit wurde als NAD-
Reduktion bei A = 340-400 nm bestimmt.

3.4.2.4.3 Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex

Die Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex (PDHc)-Aktivitit wurde nach einem Protokoll von
Schwab er al. (2005) mit Modifikationen untersucht. PDHc (Endkonzentration 160 mU/ml)
wurde in einem Puffer bestehend aus 0,05 M KPi, 2,5 mM NAD, 0,2 mM
Thiaminpyrophosphat, 0,1 mM CoA-SH, 0,1 % Triton X-100, 1 mM MgCl,, 1 mg/ml
Rinderserum-Albumin, 0,6 mM p-lodonitrotetrazolium-Violett und 6,5 uM Phenazin-
methosulfat bei pH 7,4 und 25 °C gemessen. Die PDHc-Aktivitdit wurde als p-

Iodonitrotetrazolium-Violett-Reduktion bei A = 500-750 nm bestimmit.
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3.4.2.4.4 Inhibitionsexperimente

Der Einfluss von GA, 3-OH-GA, Glutaryl-CoA (bis zu 2 mM und pH 7,4) oder GABA, GHB,
4,5-DHHA, SSA (jeweils 1 mM und pH 7,4) auf die Einzelenzymaktivititen wurde durch die

Zugabe der jeweiligen Substanz zum Testsystem untersucht.

3.4.2.5 Spektrophotometrische Analyse von FAD-abhéingigen Acyl-CoA-
Dehydrogenasen

Die Enzymaktivititen der FAD-abhingigen Acyl-CoA-Dehydrogenasen - kurzkettige (Scad,
EC 1.3.99.2), mittel-langkettige (Mcad, EC 1.3.99.3), sehr-langkettige (Vicad, EC 1.3.99.13)
Acyl-CoA-Dehydrogenase und Gedh (EC 1.3.99.7) - wurden in Gewebehomogenaten bei
einer Konzentration von 1 mg Protein/ml in einem Puffer bestehend aus 250 mM Saccharose,
120 mM KPi, 5 mM MgCl,, 0,05 % (w/v) Laurylmaltosid, 0,2 mM Ferriceniumhexafluoro-
phosphat, 0,01 mM FAD und 0,5 mM N-Ethylmaleimid bei pH 7,5 und 37 °C gemessen. Die
Enzymaktivitdt wurde als Ferriceniumhexafluorophosphat-Reduktion bei A = 300-617 nm
bestimmt. Butyryl-CoA (50 uM; Scad-Aktivitit), Octanoyl-CoA (50 uM; Mcad-Aktivitit),
Palmitoyl-CoA (50 uM; Vlcad-Aktivitit) und Glutaryl-CoA (50 uM; Gcdh-Aktivitdt) wurden
als physiologische Substrate eingesetzt. Es wurden je 10 ul Homogenat und 10 pl Substrat
vorgelegt und die Reaktion durch Zugabe des Puffers gestartet.

3.4.2.5.1 Inhibitionsexperimente

Fiir die Inhibitionsexperimente wurde die Scad-, Mcad-, Vlcad-Aktivitit von Leberhomo-
genaten aus Wildtyp-Miusen ohne und mit Zugabe von GA, 3-OH-GA und Glutaryl-CoA (je
1 mM und pH 7,5) bestimmt.
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3.4.3 Glutathion-Konzentrationen der Gewebehomogenate

Die Glutathion-Konzentrationen wurden nach Modifizierung eines Protokolls von Okun et al.
(2004) untersucht. Das zu untersuchende Gewebehomogenat wurde mit 5 % Sulfosalicylsdure
(1:5) behandelt und anschlieBend 5 Minuten bei 3000 x g und 25 °C zentrifugiert. 10ul des
Uberstandes aus dem Zentrifugationsschritt wurden fiir die Bestimmung des
Glutathiongehaltes verwendet. Zu diesem Zweck wurde die Glutathion Reduktase (EC
1.8.1.7)-Aktivitit in Leber und Gehirnhomogenaten in einem Puffer bestehend aus 180 mM
Dinatriumhydrogenphosphat, 6 mM EDTA, 0,3 mM NADPH, 6 mM DTNB und Glutathion
Reduktase (0,3 U/ml; E.C. 1.8.1.7) bei pH 7,5 und 25 °C gemessen. Die Enzymaktivitit
wurden als DTNB-Reduktion bei A = 412 nm bestimmt. Weiterhin wurde die Enzymaktivitt
eine Eichreihe aufgenommen. Hierzu wurden 10ul reduziertes Glutathion (30 - 210 uM in
einem Puffer aus 180 mM NaHCO; und 6 mM EDTA) vorgelegt und nach Zugabe des Puffers
die Reduktase-Aktivitit aufgenommen. Uber diese Eichreihe wurden die Aktivititen der
Proben mit einem Glutathiongehalt korreliert. Der Glutathiongehalt der Probe wurde immer

auf den Proteingehalt normiert.
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3.5 Quantitativ analytische Methoden
3.5.1 Quantitative Analyse von GA und 3-OH-GA mittels GC/MS

GA und 3-OH-GA wurden in Gewebehomogenaten und Serum von Méiusen nach einer
Methode von (Baric et al. 1999; Kolker et al. 2003; Schor et al. 2002) mittels GC/MS und
stabile-Isotopen Verdiinnungsmethode gemessen. Interne Standards von d4-GA und ds-3-OH-
GA (Stoffmenge jeweils 1 nmol) wurden zu Gewebehomogenaten (Stoffmenge 2 mg Protein)
oder 10 pl Serum hinzugefiigt. Die Proben wurden mit 100 pmol H,SO4 unter pH = 1
angesduert. Das Reaktionsgemisch wurde mit 1 ml NaHCO; (20 mM) verdiinnt und die
Ionenstirke der Losung durch Zugabe von NaCl im Uberschuss erhoht. Beide Dicarbonsiuren
wurden zweimal mit Ethylacetat extrahiert und die Uberstinde unter Stickstoffbegasung bei
65 °C getrocknet. AnschlieBend wurden die Proben mit N-Methyl-N-Trimethylsilylhepta-
fluorbutyramid derivatisiert.

Fiir die GC/MS Analytik kam eine DB5-MS Kapillarsdule (25 m X 0,25 mm L.D., Filmdicke
0,25 pm) von J&W in einem Hewlett-Packard 6890 series GC und Hewlett-Packard engine
5972A mass spectrometer (beide Agilent Technologies, Boblingen) zum Einsatz. Das
Massenspektrometer arbeitete unter Elektroneneinfluss im single ion monitoring mode zur
gesteigerten Sensibilitdt (Schor et al. 2002). Eine Vier-Punkt Eichgerade fiir GA und 3-OH-
GA im Bereich von 0 - 20 nmol mit jeweils 1 nmol ds-GA und 1 nmol ds-3-OH-GA als
interne Standards wurde zur Quantifizierung verwendet. Folgende Fragmente wurden zur
Quantifizierung verwendet: m/z 217 und 259 (3-OH-GA), m/z 218 und 262 (deuterierter 3-
OH-GA Standard), m/z 261 und 158 (GA) und m/z 265 und 161 (deuterierter GA Standard).
GA- und 3-OH-GA-Konzentrationen wurden darauf auf den Proteingehalt der Probe
normalisiert. Die Analyse der ds-GA- und ds-3-OH-GA-Konzentrationen in
Gewebehomogenaten und Serum von intraperitoneal belasteten C57Bl/6-Médusen und der
Zellkulturmedien der BCEC Experimente fand zu diesem Protokoll analog statt. Jedoch
wurde 1 nmol d4-Nitrophenol als interner Standard zu den Proben hinzugefiigt. Eine
Vierpunkt Kalibrationskurve fiir d4-GA und ds-3-OH-GA im Bereich von 0-20 nmol mit 1
nmol d4-Nitrophenol als interner Standard wurde zur Quantifizierung dieser Experimente

eingesetzt.
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3.5.2 Quantitative Analyse der Acylcarnitine mittels MS/MS

Acylcarnitine wurden in Gewebehomogenaten, Serum und Trockenblutkarten durch
electrospray ionization tandem mass spectrometry (MS/MS) nach einer modifizierten
Methode von Schulze et al. (2003) gemessen. Gewebehomogenate (Stoffmenge 100ug), 10 ul
Serum oder eine Trockenblutstanze mit 10 mm Durchmesser wurden in ein Loch einer 96-
well Mikrotiterfilterplatte gegeben und 100 pl einer methanolischen Losung mit den internen
deuterierten Standards hinzugefiigt. Nach 20 Minuten wurden die Proben zentrifugiert, das
Eluat unter Stickstoffbegasung bei 65 °C getrocknet und anschlieBend in 60 pl butanolischer
Salzsdure (3 N) wieder gelost. Die Mikrotiterplatte wurde verschlossen, 15 Minuten bei 65 °C
inkubiert und wieder unter Stickstoffbegasung bei 65 °C getrocknet. Nach der Trocknung
wurden die Proben in 100 pl eines Losungsmittels aus Acetonitril/ Wasser/ Ameisensidure
(50:50:0,025 v/v/v) neu gelost. Ein PE 200 Autosampler (Perkin Elmer, Rodgau) iibertrug
jeweils 25 ul jeder Probe in die Kollisionszelle mit einer Losungsmittelflussrate von 40
ul/min durch eine PE 200 high performance Fliissigchromatographiepumpe. Alle
Acylcarnitine wurden mittels positive precursor ion scan von m/z 85 (scan range m/z: 225—
502) detektiert. Jedes Acylcarnitin wurde unter Nutzung des Intensititsverhéltnisses zum
jeweiligen internen Standard und Korrelation mit einer Standardkurve quantifiziert. Die
Analyse fand in einem Quattro Ultima triple quadrupole mass spectrometer (Micromass,
Manchester, UK) mit einer Elektronspray lonenquelle und Micromass MassLynx data system
statt. Die Probe wurde mittels eines Stroms aus Acetonitril: Wasser (50:50 v/v) durch einen
HTS-PAL autosampler (CTC Analytics Zwingen, Suisse) und einer Flux Rheos 2000 HPLC
Pumpe (Flux Instruments, Basel, Suisse) in das System injiziert. Elternionen von m/z 85
wurden in einem Bereich von 224-502 m/z unter einer Kollisionsenergie von 24 eV,
Kegelspannung von 40 V, scan time von 3 s, interscan delay von 0,1 s (zusitzlich 7 scans)

und unter Einsatz eines Argon Kollisionsgas bei 1,8 X 10~ mbar gemessen.

37



Material und Methoden

3.6 Transport von Dicarbonsiduren iiber kultivierte kapillire
Endothelzellen aus Schweinehirn

Die kultivierten kapilldren Endothelzellen aus Schweinehirn (BCEC) sind ein in vitro-
Modellsystem fiir die BBB (Huwyler et al. 1996). Sie sind in Bezug auf ihre Hauptfunktionen
wie tight junctions, Glukose- und Aminosduren-Transport gut charakterisiert (Huyler et al.
1996; Torok et al. 1998; Sauer et al. 2006).

Primére Kulturen von BCEC aus Schweinen wurden nach einem Protokoll von Fellner et al.
2002 gewonnen. Corticale graue Hirnsubstanz von frischen Schweinehirnen wurde zerkleinert
und mit 0,5 % Dispase enzymatisch verdaut. Zerebrale Blutgefille wurden durch
Zentrifugation in 13 % Dextran aufgereinigt und in einem Puffer aus 1 mg/ml Collagenase/
Dispase inkubiert. Diese Zellsuspension wurde mit 10 % Pferdeserum supplementiert und
durch eine 150-um Nylon Membran gefiltert. BCEC wurden mittels kontinuierlichen 50 %
Percoll Gradienten separiert. Die isolierten BCEC wurden durch eine 35-um Nylon Membran
filtriert und mit einer Dichte von 250000 Zellen/cm” auf Collagen beschichtete Filter in 12-
well Zellkulturplatten ausgesit. Die Zellen wurden unter Standardbedingungen (37 °C, 5 %
CO») in Medium 199 unter dem Zusatz von 100 pg/ml Streptomycin, 100 pg/ml Penicillin G,
10 mM HEPES, 10 % Hitze-inaktiviertes Pferdeserum und 0,8 mM L-Glutamin kultiviert. In
diesem artifiziellen System bildet das untere Kompartiment die basolaterale/ Hirnseite und
das obere Kompartiment die apicale/ Blutseite. Nachdem die Zellen am 7. Tag Konfluenz
erreicht hatten, wurde das Medium gewechselt und die Zellen in einem Medium aus 45 %
MEM, 45 % F12-HAM, 100 pg/ml Streptomycin, 100 pug/ml Penicillin G, 10 mM HEPES, 2
mM Glutamin kultiviert. Am folgenden Tag wurde das Medium von beiden Kompartimenten
der Kammer abgezogen und diese zweimal mit Krebs-Ringer Puffer (KRB; 142 mM NaCl, 3
mM KCI, 1,5 mM K,HPO,4, 10 mM HEPES, 4 mM D-Glucose, 1,2 mM MgCl, und 1,4 mM
CaCly; pH 7,4 und 37 °C) gewaschen. Die so behandelten Zellen standen fiir Transportstudien
zur Verfiigung.

Um den Transport von GA und 3-OH-GA iiber die BBB zu untersuchen, wurden ds-GA oder
ds-3-OH-GA (0,1-1 mM in KRB, pH 7.4 und 37 °C) verwendet. Im apicalen Kompartiment
wurden 0,5 ml, im basolaterale Kompartiment 1,5 ml der entsprechenden Losung eingesetzt.
Weiterhin sollte eine Beteiligung des OAT3 an diesem Transport untersucht werden. Da ein
trans-stimulatorischer Effekt von para-Aminohippursiure (PAH) auf einen OAT3
vermittelten Efflux von GA (Bakhiya et al. 2003) et vice versa (Sweet et al. 2003)

beschrieben werden konnte, wurde untersucht, ob PAH (1 mM; contralateral zu ds-GA
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eingesetzt) einen trans-stimulatorischen Effekt auf den Transport von ds-GA (100 uM) hat.

Tabelle (1) beschreibt die Bedingungen der Transportstudien.

Tabelle (1) Aufbau der Experimente zum Transport von GA und 3-OH-GA iiber die BBB:

(1) Transport von d;~GA und ds-3-OH-GA vom apicalen in das basolaterale Kompartiment.

(2) Transport von d;~GA und ds-3-OH-GA vom basolateralen in das apicale Kompartiment.

(3) Transport von d;~GA mit contralateraler PAH-Applikation.

(4) Transport von ds;-GA ohne contralateraler PAH-Applikation aber Bedingungen wie bei diesem Experiment
(Kontrollexperiment).

(5) Transport von ds~GA und ds-3-OH-GA unter pathophysiologischen Bedingungen.

Kondition 1 | 2 3 | 4 | 3 | 4 | 5
apioal e KRB foouM | 100 uM M KRB 100 uM
basolateral KRB deCa i KRB 1%%?& 1(136?1& de-GA
Kondition 1 | 2 5
apical d5'31'?n|-,\|/'|GA KRB 31(3(I)-|(§/IA
basolateral KRB d5'31'?n|"\|/'lGA d5-3'1-(r)nl-|\|/-lGA

Bei allen Experimenten wurden die Zellen 90 Minuten unter den entsprechenden
Bedingungen bei 37 °C inkubiert. Nach 30 und 60 Minuten wurden 200 ul Puffer vom
Akzeptor Kompartiment entnommen und mit jeweils 200 ul KRB Puffer wieder aufgefiillt.
Der hierdurch entstehende Verdiinnungsfehler wurde bei der spiteren Auswertung
beriicksichtigt. Nach 90 Minuten Inkubation wurde der restliche Puffer aus beiden
Kompartimenten entfernt. Die Konzentration von ds-GA und ds-3-OH-GA wurden mittels
GC/MS gemessen. Nach dem kompletten Entfernen des Puffers wurden die Zellen zweimal
mit KRB (37 °C) gewaschen und ein Kontrollexperiment mit 2,5 pM Carboxyfluorescein
angeschlossen, um die Konfluenz ~des Monolayers Ein

zu  liberpriifen.

Permeabilitiatskoeffizient von P < 1,7 X 10° cm/s wurde als Grenzwert fiir das

Kontrollexperiment gesetzt. Wenn P des Kontrollexperimentes grofler als dieser Grenzwert

war, wurde angenommen, dass die Konfluenz und Intaktheit des Monolayers nicht

gewihrleistet ist.

Der Permeabilititskoeffizient (P) wurde wie folgt berechnet:

W %0,

' 0 Q/0 t: Konzentration von GA oder 3-OH-GA im Akzeptor Kompartiment als
ot

Funktion der Zeit

A: Oberflidche des Filters (1,1 cm?)

V..: Volumen des Akzeptor-Kompartimentes

Co: Ausgangskonzentration von GA oder 3-OH-GA im Donor-Kompartiment

AXC,
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3.7 Analyse der Inhibitionsstudien

Zur Analyse der Daten der Inhibitionsstudien wurde eine graphische Darstellung im Hanes-
Woolf-Diagramm gewihlt (Abbildung 1). Diese Darstellungsart ist am unempfindlichsten
gegeniiber Ausreilern der Messung. Hierzu werden die reziproken Werte der gemessenen
Geschwindigkeit bzw. Aktivititen auf die Y-Achse und die zugehorigen
Substratkonzentrationen auf der X-Achse aufgetragen.

Aus der Michaelis Menten Gleichung (2):

vmax X [S]

@ v= K +[S]

v: gemessene Geschwindigkeit; [S]: Substratkonzentration

ergibt sich fiir vy« aus der Darstellung:

1
3) Viax = — m: Geradensteigung
m
und fur K,
C . .
4 K,=— C: Schnittpunkt der Gerade mit der Y-Achse
m
= m = 1/Vmax
@
m/Vmax
K
[S]

Abbildung (1) Hanes-Woolf Diagramm, K, und V .

Die Dissoziationskonstanten des Inhibitors ergeben sich aus folgender Formel:

5) v = Ve XS]
K (1+@)+[S](l+ﬂ)
" K, K.

L s
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worin K; die Dissoziationskonstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes und Kj, die
Dissoziationskonstante des Enzym-Substrat-Inhibitor-Komplexes ist. Fiir die Inhibitionstypen
gilt ferner:

a) Mischtyp: Kj, Kjs € +Q

b) nicht-kompetitiv K; = Kjg

c¢) kompetitiv Kj o< oo

d) unkompetitiv K; o< oo

3.8 Statistische Analyse

Fiir die deskriptiv-statistische Auswertung der Daten werden diese als Mittelwerte =+
Standardabweichung angegeben. Enzymaktivititen und gemessene Konzentrationen wurden
immer auf den Proteingehalt der Probe normiert. Alle Experimente wurden mindestens als
Triplikate durchgefiihrt. Im Rahmen der interferenz-statistischen Auswertung wurde zuerst
ein Levene-Test durchgefiihrt, um die Varianzen der Gruppen auf Homogenitit zu testen und
ein Kolmogorov-Smirnov-Test, um die Normalverteilung der Gruppen zu testen. Fiir die
Untersuchungen zu der hepatozytiren Gedh”-Maus und den Diditstudien wurden diese Tests
nicht durchgefiihrt, da die Gruppengréfie (n < 4) zu klein war, um Aussagen {iiber
Varianzhomogenitit oder Normalverteilung treffen zu konnen.

Bei den meisten Fillen lag keine Varianzhomogenitit oder Normalverteilung der
Testvariablen (z.B. GA-Konzentration bei Gedh” - und Gedh''*-Miusen) vor. Zudem war die
Gruppengrofle meist relativ klein (n < 16) war. Deshalb wurde zur interferenz-statistischen
Auswertung der Daten auf non-parametrische Verfahren zuriickgegriffen.

Bei n = 2 unabhiingigen Variablen wurde die Nullhypothese (die Gruppen unterscheiden sich
nicht) mit einem Mann-Whitney U-Test (Mann und Whitney 1947) iberpriift. Hierbei
handelt es sich um ein non-parametrisches Verfahren zum Vergleich von zwei unabhéngigen
Stichproben. Im Unterschied zu einem parametrischen Verfahren (z.B. #-Test oder
Varianzanalyse) werden hier die den Messwerten zugeordneten Ringe untersucht. Alle
Messwerte werden in eine Rangreihe eingeordnet und es wird iiberpriift, ob sich beide
Gruppen innerhalb dieser Rangreihe gleich verteilen.

Bei n = 3 unabhiingigen Variablen (z.B. Gedh™ - vs. Gedh™ - vs. Gedh™*-Miusen) wurde die
Nullhypothese mittels eines Kruskal-Wallis H-Test (Kruskal und Wallis 1952) getestet.
Hierbei handelt es sich um einen non-parametrischen Test zum Vergleich von n unabhéngigen
Stichproben, der eine Erweiterung des Mann-Whitney U-Test auf n Gruppen ist. Um

Gruppenunterschiede im Falle einer verworfenen Nullhypothese herausarbeiten zu konnen,
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wurde ein Mann-Whitney U-Test angeschlossen. Um eine alpha-Fehler-Inflationierung durch
multiple Mann-Whitney U-Tests Rechnung zu tragen, wurde der erhaltene Signifikanzwert
nach Bonferroni und Holm (Holm 1979) korrigiert. Hierzu werden die Signifikanzniveaus der
einzelnen Tests nach ihrer GroBe (aufsteigend) von 1 - 3 sortiert und mit einem

entsprechenden Koeffizienten B multipliziert. Fiir den Koeffizienten gilt:

(6) B=k+1—R k: Anzahl der durchgefiihrten Tests; R: der Rang des Signifikanzniveaus

Alle gerechneten Mann-Whitney U-Tests wurden auf Bindungen, d.h. mehrfach
vorkommende Rénge korrigiert.

Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse wurde mit der SPSS fiir Windows 12.0
Software gerechnet. Das Signifikanzniveau wurde auf 5 % (p < 0,05) gesetzt.

Die Tabellen mit den statistischen Auswertungen befinden sich im Anhang.
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4 Ergebnisse

4.1 GCDH-Defizienz

4.1.1 Bioenergetik

4.1.1.1 Aktivitat der mitochondrialen I-v in

Gewebehomogenaten

Atmungskettenkomplexe

Um zu iberpriifen, ob verdnderte Aktivititen der mitochondrialen Atmungskette am
Pathomechanismus der GCDH-Defizienz beteiligt sind, wurden die Aktivititen der
Atmungskettenkomplexe -V Leber,
Skelettmuskel) von Gedh™- (n = 12), Gedh*- (n = 13) und Gedh'*-Miusen (n =

und

14)

in Gewebehomogenaten (Gehirn, Herz-
spektrophotometrisch untersucht. Bis auf eine erhohte Komplex II- und V-Aktivitit in
Leberhomogenaten von Gedh™™-Miusen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede dieser
fiinf Multi-Proteinkomplexe zwischen den unterschiedlichen Genotypen (p < 0,05 vs.

Gedh'*-Méuse; Tabelle 2).

Tabelle (2) Spektrophotometrische Analyse der Atmungskettenkomplexe I-V in Gewebehomogenaten (Gehirn,
Leber, Herz- und Skelettmuskel) von Gedh™-, Gedh™ - und Gedh**-Miusen. Die spezifischen Aktivititen sind
angeben als Mittelwerte + Standardabweichnug [Gedh™™ (n = 12), Gedh™™- (n = 13) und Gedh™*-Miuse (n = 14)]
in mU/mg. *p < 0,05 vs. Gedh™*-Miuse.

Gewebe | Genotyp Komplex]I KomplexIl KomplexIIl KomplexIV Komplex V
Gedh”™ 5,58 +2,03 492+1,08 21,80x6,22 9238+28,06 27,66xt11,75

Gehirn | Gedh™™  6,51+1,76 413+1,05 18,28+4,88 82,08 +27,68 34,38x11,61
Gedh™  6,52+236 416144 1844+7,13 90,26+29,25 35,73+ 16,63
Gedh™ 1,58+0,69 845+3,58* 17,70£597 30,52+12,12 18,58 +£7,22%

Leber | Gedh™™  1,1740,52 5,66 13,05 20,07x12,21 31,67x10,86 15,86+ 6,07
Gedn™ 0,99 0,51 415+347 16,82+829 23,17x11,74 11,8416,27
Skelett- chh;//'_ 1,24 £ 0,88 1,86 £ 0,89 5,29 £3,26 10,60 8,40 24,51 £10,95
muskel Gedh / 2,17+ 1,53 2,58 £0,96 6,21 £3,98 12,20+7,31  31,62+10,92
Gedh™ 2,06+ 1,35 2,21 11,01 5,63 £2,58 11,08£7,76 29,09 + 13,43
Herz- chh;//: 11,34 +£3,81  19,20£7,05 39,02+19,20 127,33+47,03 62,52+2290
muskel Gcedh / 9,803,440 16,04%£553 319611647 101,42+40,26 51,80+17,13
Gedh™  938+247 1948+8,02 4489+1952 119,00+50,35 62,04 +2531
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4.1.1.2 Inhibitionsstudien an der mitochondrialen Atmungskette

Der Einfluss von GA, 3-OH-GA und Glutaryl-CoA auf die Atmungskettenaktivitit wurde in
SMPs untersucht. In Ubereinstimmung mit den Resultaten aus den Gewebehomogenaten
wurde kein direkter Einfluss von GA, 3-OH-GA oder Glutaryl-CoA (jeweils 1 mM) auf die
Einzelenzymkomplexe I-V in SMPs nachgewiesen (Tabelle 3). Die Zugabe von Standard
Atmungsketteninhibitoren zu den SMPs erzeugte hingegen eine gute inhibitorische Antwort

(p < 0,001 vs. Kontrolle; Tabelle 3) und unterstreicht die Spezifitit der Messungen.

Tabelle (3) Spektrophotometrische Analyse der Atmungskettenkomplexe I-V in SMPs nach einer Inkubation
mit GA, 3-OH-GA und Glutaryl-CoA. Die spezifischen Aktivititen sind angeben als Mittelwerte =+
Standardabweichnug (n = 4) in mU/mg. *p < 0,001 vs. Kontrolle. **Komplex I DQA (1 uM); Komplex II:
TTFA (8 mM); Komplex III: Stigmatellin (2 pM); Komplex IV: NaCN (2 mM); Komplex V: Oligomycin (80
uM).

Komplex I Komplex I Komplex IIl Komplex IV Komplex V
Kontrolle 23.01£0.59 1553+0,15 6622+952 132744+11887 77.20+1,07
gl‘:;;g FCOA 151 08+035 14494019 57.14+28.68 143638+ 13076 72.39 + 1,59
g‘?n M 22,00+1,75 15254049 64.56+275 126931+6238  72.67+2.78
?i?nlif“ 21,424+055 15994032 6593+8.56 1307.24+6847 72.44+132
Standard 1,92 +0,79%  0,6940,02% 199+0,02% 14,71 % 5,74* 434 +2.15%
Inhibitor#**
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4.1.1.3 Inhibitionsstudien an den a-Ketosdure-Dehydrogenase-Komplexen

Es konnte gezeigt werden, dass alle drei a-Ketosidure-Dehydrogenase-Komplexe — KGDHc,
BCKDHc und PDHc durch Glutaryl-CoA konzentrationsabhingig gehemmt werden. Dieser
Effekt war fiir den KGDHc am stirksten und den PDHc am schwichsten ausgeprigt
(Abbildung 2). GA und 3-OH-GA (je 1 mM) wiesen keinen Effekte auf den PDHc (GA:
94,03 + 1,80 % der Kontrollaktivitit; 3-OH-GA 89,66 £ 1,69 % der Kontrollaktivitit) und
KGDHc (GA: 95,16 £ 2,41 % der Kontrollaktivitit; 3-OH-GA 95,24 *+ 1,85 % der
Kontrollaktivitit) auf. Die Aktivitit des BCKDHc wurde hingegen durch die Zugabe von 3-
OH-GA (126,38 % der Kontrollaktivitit), aber vor allem durch GA (159,16 % der

Kontrollaktivitit) erhGht.

110 -

100 - e BCKDHc
%\ —o— KGDHc

90 7 [N —o— PDHc

Aktivitat [% der Kontrolle]

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Konzentration Glutaryl-CoA [mM]

Abbildung (2) Gegeniiberstellung der konzentrationsabhéngigen Inhibition des BCKDHec, KGDHc, und PDHc
durch Glutaryl-CoA. Die Aktivititen sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung (n = 4) in % der
Kontrollaktivitit.

4.1.1.4 Unkompetitive Hemmung des KGDHc

Um den Inhibitionstyp der KGDHc-Hemmung durch Glutaryl-CoA zu bestimmen, wurde die
Hemmung mit verschiedenen Variationen der Konzentration von o-Ketoglutarat und
Glutaryl-CoA aufgenommen. Eine Auftragung der Ergebnisse dieser Messungen in einem
Hanes-Woolf-Diagramm ergab, dass die Inhibition des KGDHc durch Glutaryl-CoA in Bezug
auf arKetoglutarat unkompetitiv war (Vpax: 50,92 mOD/min, K,,: 0,12 mM; Abbildung 3).

Fiir die Dissoziationskonstante des Inhibitors ergab sich Kj;: 0,35 mM.
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Abbildung (3) Hanes-Woolf-Diagramm: Unkompetitive Hemmung des KGDHc durch Glutaryl-CoA. Die
Aktivitiaten sind angegeben als Mittelwert (n = 4) in mM(mOD/min).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Glutaryl-CoA (1 mM) in der reversen Reaktion der
KGDHc Untereinheit E2k (50,02 £ 14,67 % der Aktivitit mit Succinyl-CoA als Substrat)
abgebaut wurde. Es konnte jedoch kein inhibitorischer Einfluss auf die E1k (125,93 £ 4,02 %
der Kontrollaktivitit) und die E3 (106,16 = 1,04 % der Kontrollaktivitit) Untereinheiten
gemessen werden. Die Inhibition des KGDHc durch Glutaryl-CoA konnte auch mit o-

Ketoadipat als ein alternatives Substrat der KGDHc repliziert werden (Tabelle 4).

Tabelle (4) Inhibition des KGDHc durch Glutaryl-CoA mit o-Ketoadipat als Substrat. Die Aktivitdten sind

angegeben als Mittelwert + Standardabweichung (n = 4) in % der Kontrollaktivitidt (2 mM a-Ketoadipat: 5,30
mOD/min).

Konzentration Restaktiviat
Glutaryl-CoA (mM) (% der Kontrolle)

2 16,21 £ 2,33

1 32,48 £ 1,57

0,5 43,34 £0,79
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4.1.1.5 Inhibitionsstudien an Citratzyklusenzymen

Glutaryl-CoA hatte keinen Effekt auf die Aconitase und IDH. Auf die CS, MDH und
Fumarase zeigte sich eine schwach inhibitorische Wirkung (Abbildung 4). Weder GA noch 3-
OH-GA (je 1 mM) hatten einen Effekt auf Aconitase, IDH, Fumarase und MDH. Beide

Dicarbonsiduren wirkten sich jedoch leicht aktivierend auf die CS aus (Abbildung 4).

160 -
C—1GA
140 - 3-OH-GA

gz Glutaryl-CoA
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Abbildung (4) Einfluss von GA, 3-OH-GA und Glutaryl-CoA auf die Citratzyklusenzyme CS, IDH, Aconitase,

Fumarase und MDH. Die Aktivititen sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung (n = 4) in % der
Kontrollaktivitit.

4.1.1.6 Gecdh-Aktivitit in Leber- und Gehirnhomogenaten

Die Gcedh-Aktivitit wurde in Gewebehomogenaten (Leber, Gehirn) von Gedh™™- (n = 13),
hepatozytiiren Gedh™- (n = 4), Gedh™ - (n = 18) und Gedh™-Miusen (n = 16) gemessen. Es
wurde keine Gedh-Aktivitit in Gehirn- und Leberhomogenat von Gedh” -Miusen gemessen.
In der Leber besaBen Gedh™ -Méuse 60 %, im Gehirn 46 % der Gedh-Aktivitit von Gedh™ -
Miusen. Hepatozytire Gedh”-Miuse zeigten 11 % der Gedh-Aktivitit von Gedh™*-Miusen

in Leberhomogenaten und unverinderte Gedh-Aktivitidten in Gehirnhomogenaten (Tabelle 5).

Tabelle (5) Spezifische Gedh-Aktivitit in Gedh™-, hepatozytiren Gedh™-, Gedh™ - und Gedh™ -Miusen. Die
Aktivititen sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung [Gedh™- (n = 13), hepatozytiire Gedh™- (n =
4), Gedh™- (n = 18) und Gedh™™*-Miuse (n = 16)] in % der Aktivititen von Gedh'*-Miusen. *p < 0,05 vs.
Gedh'*-Miuse.

Gedh™™ Gedh'” Gedh™ hepatozytiire Gedh”
Leber |90,40+33,94 5425+ 2530% 0 9,58 + 6,84
Gehirn | 21,42 +621 10,03 +2,91* 0 19,04 + 7,41
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4.1.1.7 AKktivitit mitochondrialer S-Oxidationsenzyme in Leberhomogenaten

Der Vergleich der Scad-, Mcad- und Vlcad-Aktivititen in Leberhomogenaten von Gedh™ - (n
= 13), Gedh™- (n = 18) und Gedh™*-Miusen (n = 16) ergab eine Reduzierung aller drei
Acyl-CoA-Dehydrogenase-Aktivititen in Gedh™ -Miusen (Abbildung 5). Diese Reduzierung
wurde fiir Scad und Vlcad signifikant (p < 0,05 vs. Gedh™*-Miuse). Die Reduzierung der
Mcad-Aktivitit wurde nur im direkten Vergleich zu Gedh™*-Miusen signifikant (p < 0,05 vs.

Gedh™ -Miuse), nach der Bonferroni-Holm Korrektur war die Anderung nicht mehr

signifikant.
0,8 -
— Gedh™”
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Abbildung (5) Spezifische Scad-, Mcad-, Vlcad-Aktivititen in Leberhomogenaten von chh'/'-, chh”’-,
Gedh**-Miusen. Die Aktivititen sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung [Gedh™- (n = 13),
Gedh™™- (n = 18) und Gedh™*-Miuse (n = 16)] in mU/mg. *p < 0,05 vs. Gedh™*-Miuse.

In Ubereinstimmung mit diesem Befund wurden mittels quantitativer MS/MS-Analytik in der
Gallenfliissigkeit der Gedh™-Miuse erhdhte Konzentrationen von langkettigen Acylcarnitinen
(Tabelle 6) gefunden (Sauer et al. 2005). Diese Erhohung konnte allerdings nicht in Serum,

Trockenblut oder den Organhomogenaten der Gedh” -Miuse nachvollzogen werden.

Tabelle (6) Analyse der langkettigen Acylcarnitine in der Gallenfliissigkeit Gedh-defizienter Méause. Die
Konzentrationen sind als Mittelwert + Standardabweichung [chh'/'- (n=7) und Gedh* -Miuse (n=11)] in uM
angegeben. *p < 0,05 vs. Gedh™ -Miuse.

Genotyp| C12:1 C12 C14:1 C14 C16:1 C16 C18:2 C18:1 C18

0,81% 0,26t 0,53% 0,05% 0,17+ 0,46x 0,08% 0,28+ 0,28+
0,27+ 0,71* 0,46* 0,76* 0,58 1,11 0,62 0,81 0,29
0,10 0,07 0,15% 0,07x 0,08+ 0,08% 0,19% 0,33% 0,22+
0,19 0,33 0,22 0,25 0,17 0,35 0,41 0.4 0,25

Gedh

Gedh'”
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4.1.2 Glutathion-Konzentrationen in Gewebehomogenaten

Als Marker fiir oxidativen Stress wurden die Glutathion-Konzentrationen in Leber- und
Gehirnhomogenaten von Gedh”- (n = 5), Gedh™ - (n = 6) und Gedh**-Miusen (n = 10)
untersucht. Die Glutathion-Konzentrationen in Gehirn- und Leberhomogenaten von Gedh™-
Miusen waren im Vergleich zu Gedh™*-Miusen signifikant erniedrigt. (p < 0,05 vs. Gedh™” -

Mause; Abbildung 7).
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Abbildung (7) Glutathion-Konzentrationen in Leber- und Gehirnhomogenaten von Gedh”-, Gedh™ - und
Gedh*"*-Miusen. Die Konzentrationen sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung [Gedh™- (n = 5),
Gedh™ - (n = 6) und Gedh™*-Miuse (n = 10)] in nmol/mg. *p < 0,05 vs. Gedh™*-Miuse.
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4.1.3 Biochemie
4.1.3.1 Gewebespezifische Konzentrationen von GA und 3-OH-GA

Die gewebespezifischen Konzentrationen der Schliisselmetabolite der GCDH-Defizienz - GA
und 3-OH-GA - waren in Gewebehomogenaten (Leber, Gehirn, Herz- und Skelettmuskel) und
in Korperfliissigkeiten (Urin, Serum) der Gedh™-Miuse (n = 13) im Vergleich zu den Gedh™™-
(n = 14) und Gedh™ - (n = 14) Miusen signifikant erhoht (p < 0,05; Abbildungen 8A, B und
9). Besonders hohe GA- und 3-OH-GA-Konzentrationen fanden sich in Leber- (GA: 9,94 +
3,77 nmol/mg; 3-OH-GA: 0,49 = 0,41 nmol/mg) und Gehirnhomogenaten (GA: 11,24 + 4,95
nmol/mg; 3-OH-GA: 0,52 + 0,26 nmol/mg), wihrend die Konzentrationen in Herzmuskel
(GA: 0,12 + 0,04 nmol/mg; 3-OH-GA: 0,10 + 0,05 nmol/mg) und Skelettmuskel (GA: 0,63 +
0,41 nmol/mg ; 3-OH-GA: 0,23 + 0,16 nmol/mg) deutlich niedriger ausfielen. Um die
zerebralen Konzentrationen (Einheit: nmol/mg) mit den Serumkonzentrationen (Einheit: uM)
vergleichen zu konnen, wurden die zerebralen Konzentrationen unter der Annahme eines
Fliissigkeitsgehaltes von 80 % und eines Proteingehaltes von 12 % des Gehirngewebes auf
Stoffmenge pro Fliissigkeitsvolumen umgerechnet (Tabelle 7). Diese Umrechnung zeigt einen
starken Konzentrationsgradienten zwischen Gehirn und Serum (Gehirn >> Serum).

Es konnten fiir GA und 3-OH-GA keine Korrelation zwischen gewebespezifischen
Konzentrationen dieser organischen Sduren und dem Alter (postnataler Tag 56 bis 200) in

Gedh™-, Gedh™ -und Gedh*™*-Miusen gefunden werden.
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Abbildung (8) A) GA- und B) 3-OH-GA-Konzentrationen in Gewebehomogenaten (Leber, Gehirn, Skelett-
und Herzmuskel) von Gedh”-, Gedh™ - und Gedh**-Miusen. Die Konzentrationen sind angegeben als
Mittelwert = Standardabweichung [chh'/'- (n=13) Gedh*- (n=14) und Gedh*"™* -Miuse (n = 14)] in nmol/mg.
*p < 0,05 vs. Gedh™*-Miuse.
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Abbildung (9) GA- und 3-OH-GA-Konzentrationen im Urin und Serum von Gedh”-, Gedh™ - und Gedh™* -
Miusen. Die Konzentrationen sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung [chh'/'- (n=5), Gedh* - (n
= 6) und Gedh™*-Miusen (n = 10)] in mmol/mol Kreatinin fiir den Urin (primédre Y-Achse) und uM fiir das
Serum (sekundire Y-Achse). *p < 0,05 vs. Gedh™*-Miuse.
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Tabelle (7) Vergleich der Konzentrationen von GA und 3-OH-GA in Gehirnhomogenaten und Serum von
Gedh”-, Gedh'”- und  Gedh™*-Miusen. Die Konzentrationen sind angegeben als Mittelwert +
Standardabweichung [Gedh™- (n = 13), Gedh™ - (n = 14) und Gedh™*-Miuse (n = 14)] in uM.

Genot Gehirn Serum Gehirn Serum
yp GA GA 3-OH-GA 3-OH-GA
Gedh™ 1686,18 + 742,86 310,53 + 245,70 78,07 £39,07 13,33 £4,08
Gedh™ 12,31 £ 10,95 9,80 +£4,27 4,15+948 6,00 £0,82
Gedh™™ 4,90 * 8,48 9,89 *+ 6,66 1,69 £ 5,60 5,03 +0,99

4.1.3.2 Gewebespezifische Konzentrationen von Glutarylcarnitin

Die Bildung von Acylcarnitinen stellt einen physiologischen Detoxifikationsmechanismus
dar, der eine Ausscheidung akkumulierender organischer Sduren mittels Urin erleichtert und
so den intrazelluliren CoA-Pool regeneriert. Bei einer GCDH-Defizienz konnen erhohte
Glutarylcarnitin-Konzentrationen in Plasma, Trockenblut und Urin gemessen werden
(Schulze et al. 2003; Tortorelli et al. 2005), was u.a. fiir das Neugeborenen-Screening auf
GCDH-Defizienz diagnostisch bedeutsam ist.

Analog waren in Gedh™Midusen (n = 13) die Glutarylcarnitin-Konzentrationen in
Gewebehomogenaten (Skelettmuskel, Gehirn, Leber), Trockenblut und Serum im Vergleich

zu Gedh™™- (n = 14) und Gedh™™-Miusen (n = 14) signifikant erhoht (p < 0,05; Abbildung 10).
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Abbildung (10) Glutarylcarnitin-Konzentrationen in Gewebehomogenaten (Leber, Gehirn und Skelettmuskel),
Trockenblut und Serum von Gedh”-, Gedh™ - und Gedh™*-Miusen. Die Konzentrationen sind angegeben als

Mittelwert + Standardabweichung [Gedh™ - (n = 13), Gedh™ - (n = 14) und Gedh** -Miuse (n = 14)] in pM. *p <
0,05 vs. Gedh™*-Miuse.
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In Gehirnhomogenaten der Gedh™-Miuse wurde zudem ein signifikant erniedrigtes freies

Carnitin nachgewiesen (p < 0,05 vs. Gedh™*-Miusen; Abbildung 11).
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Abbildung (11) Konzentrationen des freien Carnitins in Trockenblut, Leber, Gehirn und Skelettmuskel von
Gedh”-, Gedh*"- und  Gedh™*-Miusen. Die Konzentrationen sind angegeben als Mittelwert +

Standardabweichung [Gedh™- (n = 13), Gedh™ - (n = 14) und Gedh**-Miuse (n = 14)] in pM. *p < 0,05 vs.
Gedh'”*-Miiuse.

Eine weitere Detoxifikationsmoglichkeit fiir akkumulierende CoA-Ester bildet die
Glycinkonjugation und anschlieBende Ausscheidung der Konjugate im Urin. Gedh”-Miuse
wiesen erhohte Glutarylglycinmengen im Urin (28,23 + 6,47 mmol/mol Kreatinin; n = 9) auf,
wohingegen dieser Metabolit im Urin von Gedh™™ Miusen (n = 3) nicht detektierbar war

(Sauer et al. 20006).

4.1.3.3 GA- und 3-OH-GA-Konzentrationen in hepatozytiren Gedh™-Miusen

Nachdem die zerebralen Konzentrationen von GA und 3-OH-GA in Gedh”-Miusen so
unerwartet hoch waren, stellte sich die Frage, ob dieses Resultat durch eine zerebrale de
novo-Synthese und durch anschlieBende Akkumulation dieser organischen Sduren im Gehirn
oder durch eine Akkumulation zirkulierender Metabolite aus der Leber entstehen. Deshalb
wurde mittels Hepatozytentransfusion ein Mausmodell erstellt, das iiber eine reduzierte Gedh-
Aktivitdt in den Hepatozyten verfiigt (11 % der Wildtyp-Aktivitit) aber eine normale Gedh-
AKktivitit in extrahepatischen Geweben besitzt (Tabelle 5). In Ubereinstimmung mit der

enzymatischen Analyse, ergab die Western Blot-Analyse in hepatozytiren Gedh”-Miusen
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einen geschitzten Gedh-Proteingehalt von 10 % von Wildtyp-Miusen (Abbildung 12) (Sauer

et al. 20006).
hep. Gedh™ hep Gedh™ Gedh™
25 ug Sug 5ug
1 2 3 4 5 6 7 8 9
S L -

Abbildung (12) Western Blot-Analyse der Gedh-Expression in der Leber von hepatozytiren Gedh™” - und
Gedh*"™* -Miusen. Es wurden fiir die hepatozytire Gedh” -Maus 5 und 25 pg Protein und fiir Gedh™*-Maus 5 pg
Protein aufgetragen.

Die Konzentrationen von GA und 3-OH-GA in der Leber von hepatozytiren Gedh”-Miusen
(n = 4) waren im Vergleich zu Gedh™*-Miusen (n = 3) signifikant erhoht (Tabelle 8),
entsprachen aber nur 40 - 50 % der Konzentrationen von Gedh”-Miusen. Die zerebralen
Konzentrationen dieser Dicarbonsduren waren im Gegensatz zum hepatischen Gewebe und zu
Gedh”-Miusen  sehr niedrig (Abbildung 13). Der hepatische und zerebrale
Konzentrationsunterschied war fiir GA stirker ausgeprigt als fiir 3-OH-GA. Hepatozytiire
Gedh”-Miuse besaBen zerebrale GA-Konzentrationen, die kleiner als 4 % der
Konzentrationen in Gehirnhomogenaten von Gedh”-Miusen waren. Die zerebralen 3-OH-
GA-Konzentrationen entsprachen ca. 20 % der Konzentrationen von Gedh”-Miusen.

Hepatozytdire Gedh””-Miuse besaBen signifikant erh6hte GA- und 3-OH-GA-Konzentrationen
im Urin (Tabelle 8), diese entsprachen 50 % bzw. 20 % der Urinkonzentrationen von Gedh™” -
Mausen. Die GA-Konzentrationen waren auch im Serum signifikant erhoht (Tabelle 8) und
entsprachen ungefihr 5 % der Serumkonzentrationen im Serum von Gedh”-Miusen. 3-OH-

GA konnte im Serum nicht detektiert werden.

Tabelle (8) GA- und 3-OH-GA-Konzentrationen in Leber, Gehirn, Serum und Urin von hepatozytdren Gedh™ -

und Gedh**-Miusen. Die Konzentrationen sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung [hepatozytiire
Gedh™™- (n = 4) und Gedh™* -Miuse (n = 3)] in nmol/mg. *p < 0,05 vs. Gedh*”*-Miuse.

Matrix Metabolit hep. Gedh™ Gedht™
Leber GA 4,32+ 1,19 0
(nmol/mg) 3-OH-GA 0,26* + 0,06 0,02 + 0,02
Gehirn GA 0,42% + 0,13 0
(nmol/mg) 3-OH-GA 0,15* + 0,08 0,02 + 0,03
Serum GA 14,66* + 4,73 0
(uM) 3-OH-GA 0 0
Urin GA 8411,24* + 2677,35 113,9 + 58,08
(mmol/mol
Kreatinin) 3-OH-GA | 141,96* + 17,82 41,9 + 6,79
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Konzentration [nmol/mg]
w

GA GA 3-OH-GA 3-OH-GA
Leber Gehirn Leber Gehirn

Abbildung (13) GA- und 3-OH-GA-Konzentration in Leber- und Gehirnhomogenaten von hepatozytiren Gedh
“~ und Gedh™*-Miusen. Die Konzentrationen sind angegeben als Mittelwert * Standardabweichung
[hepatozytiire Gedh™- (n = 4) und Gedh™*-Miuse (n = 3)] in nmol/mg. *p < 0,05 vs.Gedh** -Miuse

Um die zerebralen Konzentrationen mit den Serumkonzentrationen zu vergleichen und so
einen moglichen Transport iiber die BBB abschitzen zu konnen, wurden die zerebralen
Konzentrationen wie zuvor beschrieben auf Stoffmenge pro Fliissigkeitsvolumen
umgerechnet (Tabelle 9). Diese Umrechnung zeigt auch bei diesem Mausmodell einen
Konzentrationsgradienten zwischen Gehirn und Serum (Gehirn > Serum), der jedoch deutlich

schwicher ausgepriagt war als bei Gedh” -Miusen.

Tabelle (9) Vergleich der Konzentrationen von GA und 3-OH-GA Gehirn und Serum in hepatozytiren Gedh”-
und Gedh**-Miusen. Die Konzentrationen sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung [hepatozytiire
Gedh™™- (n = 4) und Gedh™* -Miuse (n = 3)] in uM.

Genot Gehirn Serum Gehirn Serum
enotyp GA GA 3-OH-GA 3-OH-GA
heptozytire Gedh™ 56,34 + 1897 14,57 +4,73 19,59 + 11,70 0
Gedh™™ 0 0 2,55+£2.42 0

Die Glutarylcarnitin -Konzentrationen in Leber, Gehirn und Serum waren im Vergleich zu
Gedh™™* Miusen signifikant erhoht (p < 0,05; Abbildung 14). Dieser Anstieg war im

Verhiltnis zu systemisch Gcdh-defizienten Méusen jedoch schwicher ausgeprigt aus. Die
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Glutarylcarnitin-Konzentrationen waren in Leber- und Gehirnhomogenaten ungefdhr zehnmal

und im Serum ungefihr zweimal niedriger als bei Gedh”-Miusen.
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Abbildung (14) Glutarylcarnitin-Konzentrationen in Leber, Serum und Gehirn von hepatozytiren Gedh™ -

und Gedh**-Miusen. Die Konzentrationen sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung [hepatozytiire
Gedh™™- (n = 4) und Gedh™*-Miuse (n = 3)] in pM. *p < 0,05 vs. Gedh**-Miuse.

4.1.3.4 d4-GA- und ds-3-OH-GA-Konzentrationen nach intraperitonealer Injektion

Es wurde untersucht, ob eine systemische Injektion von hohen Dosen deuterierter GA und 3-
OH-GA zu einem Anstieg dieser organischen Sduren im Gehirn fithren. C57B1/6-Méusen
wurde d4-GA oder ds-3-OH-GA (jeweils 5 mmol/kg Korpergewicht) intraperitoneal injiziert,
und es wurden die zeitabhiingigen Gewebe- und Serumkonzentrationen mittels quantitativer
GC/MS-Analytik ermittelt. Die hochsten Serum- und Leberkonzentrationen von GA
(Abbildung 15A) und 3-OH-GA (Abbildung 15B) wurden eine Stunde nach der
Intraperitoneal-Injektion gemessen. Diese Konzentrationen fielen jedoch innerhalb der
nichsten vier Stunden schnell ab. Im Gegensatz zu den Leber- und Serumkonzentrationen,
blieben die zerebralen Konzentrationen von GA und 3-OH-GA sehr niedrig. Es konnten keine
arealspezifischen Unterschiede zwischen den Konzentrationen im Cortex, Striatum und
Cerebellum gefunden werden. Um die zerebralen Konzentrationen mit den
Serumkonzentrationen zu vergleichen und so einen moglichen Transport iiber die BBB
abschitzen zu konnen, wurden die zerebralen Konzentrationen wie zuvor beschrieben auf
Stoffmenge pro Fliissigkeitsvolumen umgerechnet (Tabelle 10). Die zerebralen

Konzentrationen beider Isotope waren kleiner als 1/4 der Konzentrationen im Serum.
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Abbildung (15) Zeitlicher Verlauf der A) d;~-GA- und B) ds-3-OH-GA-Konzentrationen in Leber, Cortex,
Cerebellum, Striatum und Serum von C57B1/6-Miusen nach einer intraperitonealen Injektion dieser stabilen
Isotope. Die Konzentrationen sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung (n = 3) fiir Leber und
Hirnareale (primére Y-Achse) in nmol/mg und fiir das Serum (sekundire Y-Achse) in uM.
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Tabelle (10) Vergleich der Konzentrationen von a) d4-GA und b) ds-3-OH-GA in Cortex, Striatum, Cerebellum
und Serum von C57Bl/6-Méusen nach einer intraperitonealen Injektion dieser stabilen Isotope. Die
Konzentrationen sind angegeben als Mittelwert £+ Standardabweichung (n = 3) in uM.

d:;;}/[A Cortex Cerebellum Striatum Serum
MW 1h 2,31+1,18 2,88+ 1,47 2,81 +1,87 52,17 +32,39
MW 3h 0,46 £ 0,18 0,48 +0,34 0,60 0,21 2,69 +2.04
MW 5h 0,19 +0,13 0,18 £ 0,16 0,32 +0,05 8,09 +£5,69
ds '31?1\1/_11 -GA Cortex Cerebellum Striatum Serum
MW 1h 20,05 +£9,91 23,23 +12,26 16,33 + 3,57 92,84 + 59,17
MW 3h 6,60+ 2,26 4,78 £1,63 3,92+0,24 63,16 £ 37,36
MW 5h 3,30+2,24 0 2,06 + 1,89 17,18 £ 16,34

4.1.3.5 Transport von GA und 3-OH-GA iiber BCEC

In diesem Experiment wurde der spezifische Transport von d4-GA und ds-3-OH-GA iiber die
BBB an BCEC aus Schweinehirn, einem in vitro-Modell der BBB, untersucht.

Der Permeabilititskoeffizient (P) des Kontrollexperimentes mit Carboxyfluorescein war bei
allen Experimenten < 1,7 x 10 cm/s und bestitigte so die Konfluenz und Intaktheit des
Monolayers. Fiir den Transport von ds-GA und ds-3-OH-GA von apical (blutseitig) nach
basolateral (hirnseitig) wurde ein P von 1,8 X 107 + 0,5 x 107 cm/s fiir 1 mM ds+-GA und von
1,9 x 10° + 0,7 x 10° cm/s fiir 1 mM ds-3-OH-GA ermittelt. Fiir die entgegengesetzte
Richtung (basolateral nach apical, den Effluxtransport) ergab sich einen P von 2,3 x 107 + 0,3
x 10 cm/s fir | mM GA und 2,3 x 10” £ 0,8 x 10 cm/s fiir 1 mM ds-3-OH-GA.

Weiterhin wurde iiberpriift, ob der Unterschied (Efflux > Influx) im Transport von GA und 3-
OH-GA durch OATS3 vermittelt wird. Es konnte ein schwach stimulierender Effekt der PAH
auf den Efflux von ds-GA (p < 0,05 vs. GA alleine) im Experiment (ds-GA basolateral und
PAH apical vs. d4s-GA basolateral und KRB apical) gefunden werden. Wohingegen eine
Umkehrung der Versuchsbedingungen (PAH basolateral und ds-GA apical vs. KRB
basolateral und d4-GA apical) auch eine Umkehrung des Effektes auf den Transport, also eine
Reduzierung des Influxes bewirkte (Abbildung 16).

Unter pathophysiologischen Bedingungen (100 uM d4-GA/ ds-3-OH-GA apical und 1000 uM
GA/ 3-OH-GA basolateral) wurde ein leicht niedrigerer Transport der stabilen Isotope der
Dicarbonsiuren gefunden (ds-3-OH-GA: P = 7,1 x 10°° £ 4,0 x 10%; d;-GA: P = 1,3 x 10
+7,5 x 10™7) als bei einer Applikation von 1 mM d4~-GA oder ds-3-OH-GA apical und KRB

basolateral.
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Abbildung (16) Darstellung der Permeationskoeffizienten nach einer trans-Stimulation durch PAH. A) d;-GA
basolateral und PAH apical vs. d4-GA basolateral und KRB apical, B) PAH basolateral und ds-GA apical vs. d4-
GA apical und KRB basolateral. Die P-Werte sind angegeben als Mittelwert = Standardabweichung (n = 3) in

cmy/s.
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4.1.3.6 Diitstudien

Die Ergebnisse der Diitstudien [Kontrolle (Ko); 100 mg/kg Korpergewicht und Tag Carnitin
(CI), 400 mg/kg Korpergewicht und Tag Carnitin (C II); 100 mg/kg Korpergewicht und Tag
Arginin (A I) und 500 mg/kg Korpergewicht und Tag Arginin (A II); 100 mg/kg
Korpergewicht und Tag Ornithin (O I) und 500 mg/kg Korpergewicht und Tag Ornithin (O
II); Lysinreduzierte Diédt L-Lysin (L-Lys)] waren wie folgt:

Leber (Abbildung 17)

¢ Die Carnitin-Suplementation fiihrte zu einer konzentrationsabhingigen Abnahme der GA-
Konzentrationen (Kontrolle: 13,44 + 0,56 nmol/mg und Tag; 100 mg/kg und Tag: 9,04 +
0,56; 500 mg/kg und Tag: 5,6 = 0,43 nmol/mg). Diese Abnahme wurde allerdings nicht

signifikant.
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Abbildung (17) GA- und 3-OH-GA-Konzentrationen in Leberhomogenaten von Gedh”-Miusen  in

Abhingigkeit verschiedener Didtformen. Die Konzentrationen sind angegeben als Mittelwert =

Standardabweichung (n = 3) in nmol/mg.

Gehirn (Abbildung 18)

e die Applikation von 100 und 500 mg/kg und Tag Arginin fithrte zu einer
konzentrationsabhiingigen Abnahme der GA-Konzentrationen (Kontrolle: 8,16 + 0,31
nmol/mg und Tag; 100 mg/kg und Tag: 7,57 + 0,45 nmol/mg; 500 mg/kg und Tag: 5,02 +
0,30 nmol/mg). Diese wurde fiir die Dosis 500 mg/kg und Tag signifikant (p < 0,05 vs.

Kontrolldiit).
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¢ die Applikation von 100 und 500 mg/kg und Tag Ornithin fiihrte zu einer signifikanten,
konzentrationsabhiingigen Abnahme (p < 0,05 vs. Kontrolldidt) der GA-Konzentrationen
(Kontrolle: 8,16 + 0,31 nmol/mg und Tag; 100 mg/kg und Tag: 5,24 + 0,33 nmol/mg; 500
mg/kg und Tag: 4,77 + 0,26 nmol/mg).

¢ die Applikation von 500 mg/kg und Tag Carnitin fithrte zu einer signifikanten Abnahme (p
< 0,05 vs. Kontrolldidt) der GA-Konzentrationen (Kontrolle: 8,16 + 0,31 nmol/mg und

Tag; 500 mg/kg und Tag: 5,07 = 0,31 nmol/mg).
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Abbildung (18) GA- und 3-OH-GA-Konzentrationen in Gehirnhomogenaten von Gedh”-Miusen in
Abhingigkeit verschiedener Diidtformen. Die Konzentrationen sind angegeben als Mittelwert =+
Standardabweichung (n = 3) in nmol/mg. *p < 0,05 vs. Kontrolldiit.

Urin (Abbildung 19)

¢ die Applikation von 100 und 500 mg/kg und Tag Arginin fiihrte zu einem Anstieg der GA-
Konzentrationen (Kontrolle: 13291,15 + 423,27 mmol/mol Kreatinin; 100 mg/kg und Tag:
19878,80 + 435,86 mmol/mol Kreatinin; 500 mg/kg und Tag: 19490,22 + 378,48
mmol/mol Kreatinin). Dieser wurde allerdings nur fiir die Dosis 500 mg/kg und Tag
signifikant (p < 0,05 vs. Kontrolldiét).

e die Applikation von 100 und 500 mg/kg und Tag Ornithin fiihrte zu einem signifikanten
Anstieg (p < 0,05 vs. Kontrolldiédt) der GA-Konzentrationen (Kontrolle: 13291,15 + 423,27
mmol/mol Kreatinin; 100 mg/kg und Tag: 17738,38 + 405,84 mmol/mol Kreatinin; 500
mg/kg und Tag: 17814,04 + 330,87 mmol/mol Kreatinin).

¢ die Applikation von 100 und 500 mg/kg und Tag Carnitin fithrte zu einem Anstieg der GA-
Konzentrationen (Kontrolle: 13291,15 + 423,27 mmol/mol Kreatinin; 100 mg/kg und Tag:
21330,62 + 450,98 mmol/mol Kreatinin; 500 mg/kg und Tag: 20359,59 = 373,99
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Konzentration [mmol/mol Kreatinin]

mmol/mol Kreatinin). Diese wurde allerdings nur fiir die Dosis 100 mg/kg und Tag
signifikant (p < 0,05 vs. Kontrolldiét).

die L-Lysinreduzierte Diét fiihrte zu einer signifikanten Abnahme (p < 0,05 vs.
Kontrolldiit) der GA-Konzentrationen. (Kontrolle: 13291,15 + 423,27 mmol/mol
Kreatinin; L-Lysin reduziert: 9947,42 + 287,60 mmol/mol Kreatinin).
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Abbildung (19) GA- und 3-OH-GA-Konzentrationen in Urin von Gcdh”-Miusen in Abhingigkeit
verschiedener Didtformen. Die Konzentrationen sind angegeben als Mittelwert = Standardabweichung (n = 3) in
mmol/mol Kreatinin. *p < 0,05 vs. Kontrolldit.

Serum (Abbildung 20)

die Applikation von 100 und 500 mg/kg und Tag Arginin fiihrte zu einem Anstieg der GA-
Konzentrationen (Kontrolle: 61,33 £ 17,97 uM; 100 mg/kg und Tag: 105,60 £+ 30,80 uM;
500 mg/kg und Tag: 510,25 £+ 77,63 uM). Diese wurde allerdings nur fiir die Dosis 500
mg/kg und Tag signifikant (p < 0,05 vs. Kontrolldiét).

die Applikation von 100 und 500 mg/kg und Tag Carnitin fiihrte zu einem signifikanten,
konzentrationsabhingigen Anstieg (p < 0,05 vs. Kontrolldidt) der GA-Konzentrationen
(Kontrolle: 61,33 + 17,97 uM; 100 mg/kg und Tag: 169,67 + 14,97 uM; 500 mg/kg und
Tag: 278,07 £ 19,10 uM).
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Abbildung (20) GA- und 3-OH-GA-Konzentrationen in Serum von Gcdh”-Miusen in Abhingigkeit
verschiedener Didtformen. Die Konzentrationen sind angegeben als Mittelwert = Standardabweichung (n = 3) in

uM. *p < 0,05 vs. Kontrolldiit.
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4.2 SSADH-Defizienz

4.2.1 Bioenergetik
4.2.1.1 Aktivititen der Atmungskettenkomplexe I-V in Gewebehomogenaten

Um zu iiberpriifen, ob regulatorische Verdanderungen der mitochondrialen Atmungskette am

Pathomechanismus der SSADH beteiligt sind, wurden die Aktivititen der

Atmungskettenkomplexe I-V in Gewebehomogenaten (Cerebellum, Cortex, Hippocampus,
Hirnstamm, Leber, Niere und Skelettmuskel) von Aldh5al ’. (n=9), Aldh5al*"- (n=7)und
Aldh5al**-Miusen (n = 6) spektrophotometrisch untersucht. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede dieser fiinf Multi-Proteinkomplexe zwischen den unterschiedlichen Genotypen
gefunden werden (Tabelle 11). Im Hippocampus deuteten die Mittelwerte einen Trend zu
einer verringerten Aktivitit der Komplexe I-V an, der jedoch nicht signifikant wurde

(Abbildung 21). Eine solche Tendenz war in keinem der anderen Geweben festzustellen.

Tabelle (11) Spektrophotometrische Analyse der Atmungskettenkomplexe I-V in Gewebehomogenaten
(Cerebellum, Cortex, Hippocampus, Hirnstamm, Leber, Niere und Skelettmuskel) von Aldh5al '/’-, Aldh5al*"-
und Aldh5al**-Miusen. Die spezifischen Aktivititen sind angeben als Mittelwerte + Standardabweichnug
[AldhSal™- (n = 9), Aldh5al*"- (n = 7) und Aldh5al**-Miuse (n = 6)] in mU/mg.

Gewebe | Genotyp KomplexI KomplexII Komplex III Komplex IV Komplex V
AldhSal”  3.61+1,19 449+070 337+067 7217+7.95 22.56+3.64

Cerebellum| Aldh5al™" 274+036 525+050 3.02+041 7097+505 2519+4.62
AldhSal™ 3,06+0,50 4.86+045 3.82+040 68,68+8,02 2279+4,02

AldhSal”  6,90+135 10,77+199 24.84+557 88.60+925 22.81+632

Cortex | AldhSal*” 629+137 10.67+1.89 2064+7.12 82.68+13,89 2279+ 536
AldhSal™ 725+0,60 1024+132 2324+406 9198+13,59 22.88+6.22

AldhSal”  699+1,61 334+066 1643+420 59.82+1731 14,88+3.73

giﬂﬁﬁé AldhSal™ 7.19+1.17 409+038 1500+374 6525+10,58 17.20+2.77
AldhSal™ 796+1.17 412+082 19,13+293 71.58+12,10 16,99 +4.37

AldhSal”  9.41+3,14 691+257 31,76+ 13.52 90,75+ 32,88 23.22+7,85

Hirnstamm| AldhSal*” 7.84+230 698+138 2634+9.04 8876+2603 21,64+535
AldhSal™ 7.66+3.11 600+145 2633+4,17 7628+16,50 17,76+ 3,90

AldhSal” 296+0,88 692+147 955+563 41.46+1433 2337+584

Leber | Aldh5al™ 259+097 648+152 7.51+3,68 3122+858 19.82+5,08
AldhSal™ 2.54+0.80 849+257 11,56+801 3559+ 14,83 2127+734
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Gewebe | Genotyp KomplexI KomplexII Komplex III Komplex IV Komplex V
AldhS5al” 590+1,73 10,56+3,59 10,84 +5,37 58,80+17,99 22,39 +6,55
Niere Aldh5al™  6,95+1,.88 13,72+323 1500+6,38 64,37+13,11 2894+7,10
AldhSal™ 7,81+198 12,61+3,71 16,39+6,64 6045+14,40 24.86+4735
AldhSal” 346+128 541+1,64 7,66+507 27,95+9,13 54,29 +24,77
Skelett- AldhSal™” 2,60+0,78 4,86+1,16 562+244 2417+199 4324+ 11,54
muskel
AldhSal™™ 435+223 576+137 10,17+4,14 26,40+561 51,01 12,72
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Abbildung (21) Spektrophotometrische Analyse der Atmungskettenkomplexe I-V im Hippocampus von
AldhSal”-, AldhSal™"- und Aldh5al™*-Miusen. Die spezifischen Aktivititen sind angeben als Mittelwerte +
Standardabweichnug [Aldh5al 7’ (n=9), Aldh5al v (n=7)und Aldh5al **_Miuse (n=6)] in mU/mg.

4.2.1.2 Einfluss von GABA, GHB, SSA und 4,5-DHHA auf die Aktivititen der
Atmungskettenkomplexe 1I-V

Der Einfluss von GABA, GHB, SSA und 4,5-DHHA auf die Atmungskettenaktivitit wurde in

SMPs untersucht. Es konnte kein direkter Einfluss von einem dieser Metabolite (jeweils 1

mM) auf die Einzelenzymkomplexe I-V in SMPs gefunden werden. Die Zugabe von Standard

Atmungsketteninhibitoren zu den SMPs erzeugte hingegen eine gute inhibitorische Antwort

(p < 0,001 vs. Kontrolle; Abbildung 22)
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Abbildung (22) Spektrophotometrische Analyse der Atmungskettenkomplexe I[-V in SMPs nach einer
Inkubation mit GABA, GHB, SSA oder 4,5-DHHA. Die Aktivititen sind angeben als Mittelwerte *
Standardabweichnug (n = 4) in % der Kontrollaktivitit. *p < 0,001 vs. Kontrolle. Inhibitoren: Komplex I DQA
(1 uM); Komplex II: TTFA (8 mM); Komplex III: Stigmatellin (2 uM); Komplex IV: NaCN (2 mM); Komplex
V: Oligomycin (80 pM).

4.2.1.3 Der Einfluss von GABA, GHB, SSA und 4,5-DHHA auf die Enzyme des
Citratzyklusses

Der Einfluss von GABA, GHB, SSA und 4,5-DHHA auf den Citratzyklus wurde an isolierten
Enzymen aus Schweineherz untersucht. Es wurde kein direkter Einfluss von einem dieser

Metabolite (jeweils 1 mM) auf ein Enzym des Citratzyklusses gefunden (Abbildung 23).
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Abbildung (23) Einfluss von GABA, GHB, SSA, 4,5-DHHA auf die Citratzyklusenzyme PDHc, CS, IDH,
Aconitase, KGDHc, Fumarase und MDH. Die Aktivititen sind angegeben als Mittelwert = Standardabweichung
(n =4) in % der Kontrollaktivitt.
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4.2.2 Glutathion-Konzentrationen in Gewebehomogenaten

Als Marker fiir oxidativen Stress wurden die Glutathion-Konzentrationen in Homogenaten
(Cerebellum, Cortex, Hirnstamm, Hippocampus und Leber) von AldhS5al . (n = 9),
Aldh5al* - (n = 7) und Aldh5al™*-Miusen (n = 6) ermittelt. Die Glutathion-Konzentrationen
der Homogenate aus Cortex und Hippocampus von Aldh5al "_Miusen waren im Vergleich zu
Aldh5al*"*-Miusen signifikant erniedrigt (p < 0,05 vs. Aldh5al*"*-Miuse; Abbildung 24). Im
Hirnstamm und Cerebellum deuteten die Mittelwerte einen Trend zu verringerten Glutathion-
Konzentrationen an, der allerdings nicht signifikant wurde. In Leberhomogenaten

unterschieden sich die unterschiedlichen Genotypen nicht.
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Abbildung (24) Glutathion-Konzentrationen in Homogenaten aus Hippocampus, Cortex, Hirnstamm, und
Cerebellum von AldhSal”-, AldhSal*"- und Aldh5al™™ -Miusen. Die Konzentrationen sind angegeben als
Mittelwert = Standardabweichung [AlthaI'/'- (n=9), Aldh5al . (n =7) und Aldh5al **_Miuse (n=06)] in
nmol/mg. *p < 0,05 vs. Aldh5al*"*-Miuse.
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5 Diskussion

5.1 Bioenergetische Untersuchungen zur SSADH-Defizienz

Auf bioenergetischer Ebene wurde untersucht, ob ein Ungleichgewicht oder eine durch
akkumulierende Metabolite (GABA, GHB, SSA oder 4,5-DHHA) induzierte Inhibition der
Enzyme des Energiestoffwechsels an der Pathogenese der SSADH-Defizienz beteiligt ist. Es
wurden zwei verschiedene Ansitze verfolgt. Chronische und regulative Effekte auf endogene
Enzymaktivititen wurden durch den Vergleich von Gewebehomogenaten aus Aldh5al™-,
Aldh5al™ - und Aldh5al**-Miusen untersucht. Kurzzeiteffekte durch akkumulierende
Metabolite auf Enzymaktivititen der Atmungskette und des Citratzyklusses sind in SMPs und
an isolierten Enzymen iberpriift worden. AbschlieBend wurden die Glutathion-
Konzentrationen in den Gewebehomogenaten bestimmt, um die Rolle von oxidativem Stress

im Pathomechanismus der Erkrankung zu bewerten.

5.1.1 Reduzierte Glutathion-Konzentration in Hirnarealen der Aldh5al”-
Miuse

Das wichtigste Ergebnis der Untersuchung von Aldh5al " _Miusen waren erniedrigte
Glutathion-Konzentrationen im Hippocampus und Cortex und tendenziell erniedrigte
Glutathion-Konzentrationen im Cerebellum und Hirnstamm von Ssadh-defizienten Méusen.
Dieses Ergebnis deutet auf oxidativen Stress in diesen Arealen hin.

Das Tripeptid Glutathion besteht aus Glutamat, Cystein und Glycin. Die Sulthydrylgruppe des
Cysteinylrestes wirkt als Elektronendonor in vielen Reaktionen der oxidativen Stressantwort,
z.B. der Entgiftung von Sauerstoffradikalen und organischen Peroxiden (Beutler 1989). Das
entstehende Disulfid wird mittels NADPH regeneriert. Reaktionen mit elektrophilen
Metaboliten und Xenobiotika verbrauchen Glutathion irreversibel und erniedrigen so die
intrazelluldren Konzentrationen dieses Radikalfingers. Reaktive Sauerstoffspezies, wie
Superoxid, Hydroxyradikale, Peroxynitrit, Nitrit und Wasserstoffperoxid entstehen im
Rahmen physiologischer oxidativer Stoffwechselprozesse in der Zelle.

Im antioxidativen Abwehrsystem ist Glutathion einer der zentralen Schutzmechanismen
(Beutler 1989; Commandeur et al. 1995). Kommt es zu einer vermehrten Generation von
Radikalen und wird die Kapazitit der zelluldiren Abwehrmechanismen iiberschritten, wird die
Zelle auf molekularer und genetischer Ebene geschidigt (Reed und Fariss 1984). Besonders
das Gehirn ist aufgrund seines starken oxidativen Metabolismus und des hohen Anteils an

Lipiden in Myelinscheiden vulnerabel gegeniiber freien Radikalen. Oxidativer Stress ist eine
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hiufige Komponente bei Krampfanfillen (Abbot et al. 1990) und neurodegenerativen
Erkrankungen (Bains und Chaw 1997). Vermehrte Radikalbildung ist oft eine Folge von
exzitotoxischen Prozessen (Dykens et al. 1994) durch eine Uberstimulation der

exzitatorischen Neurotransmission.

5.1.2 Ssadh-Defizienz und oxidativer Stress

Die Ssadh-Defizienz ist durch ein Ungleichgewicht der inhibitorischen und exzitatorischen
Neurotransmission gekennzeichnet. Die Untersuchungen an Ssadh-defizienten Miusen legen
eine Verschiebung dieses Ungleichgewichts im Laufe der Pathogenese nahe (Cortez et al.
2004). Wihrend anfangs eine verstirkte inhibitorische Neurotransmission vorliegt, kommt es
durch regulative Prozesse auf Ebene der GABA-Rezeptoren im Verlauf der Erkrankung zu
einem relativen Ubergewicht der exzitatorischen Neurotransmisssion. Dies fiihrt letztlich zu
letalen, generalisierenden Krampfanfillen bei den Méausen. Es kann postuliert werden, dass
diese Phase der Pathogenese mit priméren exzitotoxischen Prozessen durch eine
Uberstimulation der exzitatorischen Neurotransmisssion verbunden ist.

Eine Uberstimulation von NMDA-Rezeptoren, Ca2+—permeablen AMPA- und Kainat-
Rezeptoren und spannungsabhingige Ca”*-Kaniile fiihrt zu einem Einstrom von Ca’* in die
Zelle. Die Akkumulation von Ca”* in der Zelle aktiviert prooxidative Stoffwechselwege, wie
Phospholipase A2 (Dumuis et al. 1988), Xanthin Oxidase (Atlante et al. 1997) und neuronale
NO-Synthase (Dawson ez al. 1993a). Das akkumulierende Ca** aus dem Cytosol tritt in das
Mitochondrium ein und kann dort infolge einer Depolarisation der inneren
Mitochondrienmembran zu einer vermehrten Generierung von ROS und einer ATP-Depletion

fiihren (Dykens 1994; Dugan et al 1995).

5.1.3 Kein Einfluss von GABA, GHB, SSA und 4,5-DHHA auf die
Enzyme der Atmungskette und des Citratzyklusses

Im Rahmen der vorliegenden Studie konnte kein Einfluss der bei der SSADH-Defizienz
akkumulierenden Metabolite - GABA, GHB, SSA und 4,5-DHHA - auf die Einzelenzyme der
Atmungskette und des Citratzyklusses gezeigt werden. Es ergab sich daher kein Hinweis auf
sekunddre exzitotoxische Prozesse im Pathomechanismus der Erkrankung. Dass eine
Akkumulation dieser Metabolite in vivo den Energiestoffwechsel durch eine vermehrte
Beanspruchung von Stoffwechselprozessen wie die Umwandlung von SSA zu GHB oder
durch Kompetition um mitochondriale Transporter ungiinstig beeinflusst, kann jedoch nicht

ausgeschlossen werden.
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5.1.4 Ogxidativer Stress und die Atmungskette

Die Untersuchung der Atmungsketteneinzelenzyme von Aldh5al”-Miusen ergab eine
tendenzielle Verringerung der Aktivitit der Einzelenzymkomplexe [-V im Hippocampus.
Dieser konnte im Zusammenhang mit oxidativem Stress stehen.

Die Atmungskette - vor allem Komplex I (Herrero und Barja 2000) und Komplex III (Chen et
al. 2003) - ist ein wichtiger Produzent von ROS aber auch besonders vulnerabel gegeniiber
freien Radikalen. Die meisten mitochondrialen Proteine entstammen nukleér codierten Genen,
werden im Cytoplasma synthetisiert und in das Mitochondrium transportiert (Paschen und
Neupert 2001). Auf mitochondrialer (mt) DNA Ebene werden aber unter anderem
hydrophobe Untereinheiten der Atmungskettekomplexe und mRNAs und tRNAs der
mitochondrialen Proteinbiosynthese codiert (Di Mauro und Wallace 1993). Eine Schidigung
von mtDNA-Elementen durch ROS kann zu verdnderten Untereinheiten der
Atmungskettenkomplexe und zu einer Reduktion der Aktivitdt von betroffenen Untereinheiten
fihren (Lenaz et al. 1999; Ozawa 1997). Reduzierte Aktivititen von Atmungsketten-
komplexen sind wiederum Quelle von ROS, wie Studien mit spezifischen Atmungsketten-
inhibitoren (z.B. Rotenon: Komplex I; Antimycin A: Komplex III) zeigen konnten (Turrens
1997; Murphy et al. 1999; Lenaz 2001). Auf diesem Zusammenhang griindete unter anderem
eine Theorie zur Zellalterung (Linanne et al. 1989).

Arbeiten von Garcia-Ruiz et al. (1995) und Cardoso et al. (1999) konnten eine Verbindung
zwischen antioxidativen Abwehrmechanismen und der Aktivitit von Atmungsketten-
komplexen zeigen. Wihrend oxidativer Stress die Aktivitdt der Atmungskettenkomplexe
direkt reduzierte, konnte die Gabe von Antioxidanzien (z.B. Glutathion) dieser Reduktion
entgegenwirken.

Es lasst sich daher postulieren, dass die Reduktion der Aktivitidten der Atmungskettenenzyme
I-V durch ROS im Mitochondrium erzeugt wird. Hierbei konnte es sich um einen

schidigenden Effekt auf mtDNA Ebene oder Proteinebene handeln.
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5.1.5 Ssadh-Defizienz und Hippocampus

Es gibt vermehrte Hinweise, dass der Hippocampus eine besondere Rolle in der Pathogenese
der Ssadh-Defizienz spielt. In den dorsalen hippocampalen Kommissuren (Hogema et al.
2001b) von Ssadh-defizienten Méiusen wurde Astrogliose - eine Sekundirfolge von
neurotoxischen, inflammatorischen und neurodegenerativen Prozessen - festgestellt. In der
vorliegenden Arbeit wurden erniedrigte Glutathion-Konzentrationen und eine reduzierte
Aktivitit der Atmungskettenkomplexe [-V im Hippocampus nachgewiesen.

Oxidativer Stress im Hippocampus wurde auch bei Epilepsie, einer weiteren Storung im
Gleichgewicht der inhibitorischen und exzitatorischen Neurotransmission, (Magloczky und
Freund 2005) beschrieben. Patienten mit Epilepsie zeigten signifikant geringere Glutathion-

Konzentrationen im Hippocampus (Mueller et al. 2001).

5.1.6 Zusammenfassung des bioenergetischen Teils

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zur
SSADH-Defizienz die Hypothese einer Beteiligung des Energiestoffwechsels als
amplifizierende GroB3e im Pathomechanismus nicht bestéitigen konnte. Die Ergebnisse deuten
vielmehr auf den epileptischen Phdnotyp und die daraus resultierenden primér exzitotoxischen

Prozesse als relevante GroBe in der Pathogenese der Erkrankung hin.
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5.2  Bioenergetische Untersuchungen zur GCDH-Defizienz

Das Ziel der bioenergetischen Studien zur GCDH-Defizienz war die Klidrung der Frage, ob
eine Storung des mitochondrialen Energiestoffwechsels durch GA, 3-OH-GA oder Glutaryl-
CoA als amplifizierender Mechanismus an der Pathogenese der Erkrankung beteiligt ist.

Chronische und regulative Effekte auf endogene Enzymaktivititen der Atmungskette und der
B-Oxidation wurden durch den Vergleich von Gewebehomogenaten aus Gedh” -, Gedh™- und
Gcdh**-Miusen untersucht. Fiir die Bestimmung von Kurzzeiteffekten wurde ein
kombinierter Einsatz von SMPs, Gewebehomogenaten und isolierten Enzymen verwendet.
Eine Beteiligung von oxidativem Stress am Pathomechanismus der Erkrankung wurde iiber

die Glutathion-Konzentrationen bewertet.

5.21 Hemmung der o-Ketosdure-Dehydrogenase-Komplexe, insbe-
sondere des KGDHc, durch Glutaryl-CoA

Das wichtigste Ergebnis der bioenergetischen Untersuchungen ist eine Hemmung der o-
Ketosdure-Dehydrogenasen durch Glutaryl-CoA. Die stiarkste und pathophysiologisch
relevanteste Hemmung ist die des KGDHc.

Die Gruppe der a-Ketosdure-Dehydrogenasen-Komplexe umfasst drei Enzymkomplexe in
zentralen Positionen des mitochondrialen Stoffwechsels. Der KGDHc ist ein Schliisselenzym
des Citratzyklus. Er besitzt in peripheren (Hansford 1980) und neuronalen (Lai et al. 1977)
Zellen die langsamste Aktivitit aller Citratzyklusenzyme und ist somit auch das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym dieses Zyklusses. In Neuronen ist er ein Bindeglied
zwischen dem Metabolismus der Neurotransmitter GABA und Glutamat und dem
Citratzyklus. Der BCKDHc ist ein zentrales Enzym im Abbau der verzweigtkettigen
Aminosduren L-Valin, L-Leucin und L-Isoleucin. Er katalysiert im Abbau dieser
verzweigtkettigen Aminosduren insgesamt den ersten irreversiblen Schritt und den zweiten
Schritt nach der verzweigtkettigen-Aminosiduren-Aminotransferase. Der PDHc ist das
Bindeglied zwischen Glykolyse und Citratzyklus. Aus diesem tritt das Reaktionsdquivalent
Pyruvat iiber die PDHc in den Citratzyklus ein und treibt diesen an.

Alle drei Komplexe sind dhnlich aufgebaut. Sie bestehen aus zahlreichen Kopien dreier
Untereinheiten (E1k, E2k, E3), wobei die E2k-Untereinheiten den Kern bilden, der die E1k-
und E3-Untereinheiten bindet. Der KGDHc besteht aus der a-Ketoglutarat-Dehydrogenase
(E1k, EC 1.2.4.2.) und der Dihydrolipoyl-Succinyltransferase (E2k, EC 2.3.1.61), der PDHc
aus der Pyruvat-Dehydrogenase (El1k, EC 1.2.4.1) und Dihydrolipoyl-Acetyltransferase (E2k,
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EC 2.3.1.12), der BCKDHc aus der verzweigtkettigen-Ketosdure-Dehydrogenase (Elk, EC
1.2.4.4) und der Dihydrolipoyl-Transacylase (E2k, EC 2.3.1.168). Die gemeinsame dritte
Untereinheit dieser drei o-Ketosdure-Dehydrogenasen-Komplexe ist die Dihydrolipoyl-
Dehydrogenase (E3, EC 1.8.1.4). Vereinfacht konnen die katalysierten Reaktionsschritte wie

folgt beschrieben werden:

1. RCOCOOH + TPP-E1 —> (RCHOH-TPP)-El + CO,

2. (RCHOH-TPP)-E1 + (LipS2)-E2 — (RCO-SLipSH)-E2 + TPP-El
3. (RCO-SLipSH)-E2 + HSCoA — (Lip(SH)2)-E2 + RCO-SCoA

4. (Lip(SH)2)-E2 + E3-FAD — (LipS2)-E2 + E3-FADH,

5. E3-FADH, + NAD* — E3-FAD + NADH

Abbildung (25) Schematische Darstellung der von den «o-Ketoglutarsdure-Dehydrogenase-Komplexen
katalysierten Reaktionsschritte. RCOCOOH: o-Ketosdure, TPP: Thiaminpyrophosphat, LipS2: Lipoamid,
oxidiert, Lip(SH)2: Lipoamid, reduziert

Die Enzymaktivitit dieser drei o-Ketosdure-Dehydrogenasen wird iiber Produkt-Feedback-
Hemmung durch die entstehenden CoA-Ester (Butterwoth et al. 1975; Hamada et al. 1975;
Boyer und Odessey 1990) und die NAD/ NADH-Ratio (Bunik 2003) reguliert. Der PDHc und
der BCKDHc werden auBlerdem iiber ein Kinase/ Phosphatase System reguliert (Linn et al.
1969a,b; Cook et al. 1983; Damuni et al. 1984). Phosphoryliert sind die Komplexe inaktiv,
dephosphoryliert aktiv.

5.2.2 Unkompetitive Hemmung des KGDHc durch Glutaryl-CoA

Es konnte gezeigt werden, dass Glutaryl-CoA den KGDHc in Bezug auf o-Ketoglutarat
unkompetitiv hemmt und Glutaryl-CoA die E2k Untereinheit des KGDHc, aber nicht die E1k
oder E3 Untereinheit inhibiert. Die E2k spaltet in ihrer reversen Reaktion Succinyl-CoA zu
freiem CoA und S-Succinyldihydrolipoamid. Da sie auch mit Glutaryl-CoA als Substrat eine
Aktivitit zeigt, liegt es nahe, dass es sich bei dieser Inhibition um eine Produkt-Feedback-
Inhibition des E2k handelt. Auch die Unkompetitivitit der Inhibition, also die
Wechselwirkung des Inhibitors mit dem Enzym-Substratkomplex, spricht fiir diese
Hypothese. Die Inhibitionsexperimente mit o-Ketoadipat als Substrat fiir KGDHc erzielten
analoge Resultate und zeigen so die o-Ketoadipat-Dehydrogenase-Aktivitit der KGDHc. Das
Endprodukt dieser Reaktion ist Glutaryl-CoA.
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5.2.3 Biochemische Hinweise aus GCDH-defizienten Patienten

Eine KGDHc Inhibition in Patienten mit einer GCDH-Defizienz wird von der Anwesenheit
erhohter o-Ketoglutarat Exkretion im Urin, besonders wihrend einer metabolischen

Dekompensation (Lindner et al. 2004; S. Kolker, unverdffentlichte Beobachtung) unterstiitzt.

5.2.4 KGDHc und Neurodegeneration

Eine reduzierte zerebrale KGDHc-Aktivitit wurde bei einigen neurodegenerativen
Erkrankungen wie Morbus Parkinson (PD; Mizuno et al. 1994; Mizuno et al. 1995) und
Morbus Alzheimer (AD; Gibson et al. 1988) gezeigt. Vor kurzem konnte eine stark reduzierte
KGDHc-Aktivitdt im Putamen von Patienten mit Morbus Huntington nachgewiesen werden
(HD; Klivenyi et al. 2004). Interessanterweise besitzen diese Patienten neuropathologische
Ahnlichkeiten mit GA I Patienten (Strauss und Morton 2003).

Genetische Studien konnten einen Zusammenhang zwischen einem Polymorphismus im
DLST (codierend fiir die E2k)- oder im DLD (codierend fiir E3)-Gen und einer Pridisposition
fiir die Manifestation von PD oder AD (Kobayashi et al. 1998; Sheu et al. 1999) zeigen.

Eine mogliche Verbindung zwischen reduzierter KGDHc-Aktivitdt und Neurodegeneration
stellt erhohter oxidativer Stress dar. Der KGDHc enthilt ein labiles Fe-S Zentrum und ist so
anféllig fiir eine groBe Anzahl an Oxidanzien wie 4-Hydroxy-2-Nonenal, H,O,, NO,
Peroxynitrit, Wasserstoffperoxid und Mono-N-Chloramine (Humphries und Szweda 1998;
Jeitner et al. 2005; Kumar et al. 2003; Park et al. 1999).

Auch fiir die GCDH-Defizienz spielt dieser Zusammenhang moglicherweise eine Rolle. In
vitro- und in vivo-Studien konnten eine verstirkte Formation von reaktiven Sauerstoff- und
Stickstoffspezies nach einer Inkubation mit GA oder 3-OH-GA zeigen (Latini et al. 2002;
Kolker et al. 2001a; de Oliviera etf al. 2003). Die reduzierten Glutathion-Konzentrationen in
Gcedh™”-Miusen unterstiitzen die Annahme von oxidativem Stress bei der GCDH-Defizienz.
Dieser konnte die Inhibition des KGDHc durch Glutaryl-CoA amplifizieren und synergistisch
den Flux durch den Citratzyklus reduzieren.

Sollte eine reduzierte KGDHc-Aktivitit an der Neuropathogenese der GCDH-Defizienz
beteiligt sein, wire eine mit Thiamin und o-Lipoat supplementierte Didt in Verbindung mit
weiteren Antioxidanzien wie o-Tocopherol und N-Acetylcystein ein potentieller

Therapieansatz, um die KGDHc Funktion und den Glutathionspiegel wiederherzustellen.
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5.2.4.1 Potentielle Mechanismen fiir eine neuronale Schidigung durch reduzierte
KGDHc-AKktivitat

Der exakte Mechanismus der neuronalen Schidigung durch eine Inhibition des KGDHc ist
noch nicht vollstindig geklirt. Eine in vitro-Studie konnte zeigen, dass eine partielle
Inhibition des KGDHc durch orketo-S-methyl-n-Valeriansiure eine Cytochrom c-
Freisetzung, Caspase-3-Aktivierung und nekrotischen Zelltod induziert. Sie verinderte jedoch
nicht das mitochondriale Membranpotential (Huang et al. 2003), wie bei einem Block im
Energiestoffwechsel durch sukzessive ATP-Verarmung zu erwarten wire.

Huang und Kollegen (2003) spekulierten, dass Thiolgruppen der KGDHc Untereinheiten die
zelluldre antioxidative Kapazitit und den Disulfid-Redox-Status iiber eine Thioredoxin
vermittelte Kaskade unterstiitzen und somit ein Teil des antioxidativen Systems sind.
Weiterhin postulieren sie eine funktionelle Kopplung zwischen der KGDHc Inhibition und
dem Offnen der mitochondrialen permeability transition pore. Diese wird unter anderem
durch den Disulfid-Redox-Status reguliert (Bernadi et al. 1994; Chen et al. 2002).
Permeability transition beschreibt den Zustand einer erhohten Permeabilitit der
Mitochondrien fiir Kationen und geldste Molekiile bis zu einer Grée von 1500 Da unter
Ca”*-Akkumulation und oxidativem Stress/ verindertem Disulfid-Redox-Status. Als Ursache
hierfiir wird ein nicht-selektiver, spannungsabhingiger ,,Mega‘“-Kanal - permeability
transition pore - angenommen. Dieser Kanal wechselt unter Standardbedingungen schnell
zwischen offenem und geschlossenem Zustand. Ein veridnderter Disulfid-Redox-Status fiihrt
dazu, dass die Pore ldnger geoffnet bleibt. Die genauen Implikationen dieses Effektes fiir das
Mitochondrium und fiir neurodegenerative Mechanismen im Allgemeinen sind noch
unbekannt. Als Folgen dieser verlingerten Offnung konnten ein Ausstrom von Kationen (z.B.
Ca™), Cytochrom ¢ und Pyridinnukleotide (z.B. NAD") gezeigt werden. Der Ausstrom der
Pyridinnukleotide fithrt moglicherweise dazu, dass diese nicht mehr als Elektronenakzeptoren
fiir mitochondriale Dehydrogenasen (z.B. KGDHc) bereitstehen und so deren Aktivitit
beeinflussen. Knock Out-Mausmodelle, denen Proteine dieser Pore fehlten, waren weniger
anfillig fiir nekrotischen aber unverindert anfillig fiir apoptotischen Zelltod (Ubersicht
Bernardi 1999; Chinopoulos und Adam-Vizi 2006).

Ein Zusammenhang von Thioredoxin und der Hemmung des KGDHc wird durch
Thioredoxin-defiziente Mdéuse unterstiitzt. Dieses Mausmodell weist die Symptome einer
KGDHc-Inhibition auf (Tanaka et al. 2002).

Thioredoxin kann in der E3 Untereinheit verankert werden und so direkt mit der Lipoyl-

Domine der E2k Untereinheit interagieren (Bunik et al. 1997). Dies konnte ein zusitzlicher
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Mechanismus gegen oxidativen Stress sein (Shi et al. 2005). Ein analoger Mechanismus
wurde in Mycobacterium tuberculosis gezeigt (Bryk et al. 2002).

In Dihydrolipoamid-Dehydrogenase defizienten Miusen wurde nachgewiesen werden, dass
eine reduzierte Aktivitit des KGDHc auch zu einer erhohten Vulnerabilitéit der heterozygoten
Tiere (DId*") fiir 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin, Malonat und 3-NPA
(Klivenyi et al. 2004) fiihrt. Zusitzlich konnte eine verringerte Komplex II-Aktivitit in
isolierten Mitochondrien dieser Méuse gezeigt werden. Eine erniedrigte Komplex II-Aktivitat
in Hirnen von Gedh”-Miusen konnte nicht nachgewiesen werden. Es ist jedoch anzumerken,
dass die enzymatischen Analysen der Atmungsketteneinzelenzyme in Mausgeweben unter
artifiziellen Bedingungen, d.h. mit einem Substratiiberschuss und der direkten Ansteuerung
einzelner Komplexe, durchgefiihrt worden ist (Kolker ef al. 2003b; Okun et al. 2002). Dieser
Ansatz erlaubt jedoch keine Aussagen iiber den sekundidren Effekt (im folgenden Abschnitt

beschrieben) einer reduzierten KGDHc-Aktivitit auf den Komplex II in vivo.

5.2.4.2 Sekundire Effekte einer KGDHc-Inhibition

Der KGDHc ist mit der inneren mitochondriale Membran auf der Matrixseite verbunden
(Maas und Bisswanger 1990). Er bindet auch den Komplex I (Sumegi und Srere 1984) und
kann so NADH direkt in diesen Komplex einspeisen. Weiterhin steuert er iiber die Bildung
von Succinyl-CoA indirekt den Komplex II an, der Succinat zu Fumarat oxidiert. Deshalb
konnte eine Inhibition der KGDHc-Aktivitit sekundér die Aktivitit der Komplexe I und II
reduzieren (Jeitner et al. 2005). Neben einer sekundéren Verringerung der Komplex I- und II-
Aktivitit, konnte sich eine Inhibition des KGDHc auch ungiinstig auf die ,,Reservekapazitit
der Atmungskette® auswirken. Die ,,Reservekapazitit der Atmungskette® beschreibt die
Fihigkeit einer Zelle, sich durch Anheben des metabolischen Umsatzes auf schnelle
Anderungen des metabolischen/ energetischen Bedarfs anzupassen. Sie berechnet sich aus
dem Verhiltnis von lokaler Expression der Atmungskettenkomplexe und Glukoseverbrauchs-
rate in einem Gewebe. Unter metabolischem Stress bildet eine Reduzierung der
Reservekapazitit der Atmungskette einen Risikofaktor fiir eine neuronale Schiddigung in
gefidhrdeten Regionen des Gehirns. Das Striatum, das vor allem bei der GCDH-Defizienz
betroffen ist, gehort zu den zerebralen Strukturen mit den geringsten Reservekapazititen fiir

die Komplexe I und II (Fern 2003).
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5.2.5 Potentielle Rolle der KGDHc Hemmung in vivo

Interessanterweise sind erhohte o-Ketoglutaratwerte im Urin, wie sie bei einer KGDHc-
Defizienz (ein angeborener Defekt der El1k) zu finden sind, bei GCDH-defiziente Patienten
kein ,,Standardmarker" der Erkrankung. Vielmehr konnten erhohte Konzentrationen von o-
Ketoglutarat vor allem nach einer metabolischen Dekompensation nachgewiesen werden
(Lindner et al. 2004). Dies deutet darauthin, dass sich der Effekt der gefundenen Inhibition
des KGDHc in einer Analogie zu seiner zweifachen Funktion - Enzym im Metabolismus und
im Disulfid-Redox-Status - in zwei Komponenten aufteilt. Zum einen konnte eine reduzierte
KGDHc-Aktivitdt als erste Komponente eine Reduktion der antioxidativen Kapazitit und
Verdnderung des Disulfid-Redox-Status zur Folge haben. Zum anderen konnte sich eine
zweite Komponente in Phasen eines erhohten Energiebedarfs, wie einer fiebrigen Infektion,
die zu einer katabolen Stoffwechsellage fithren, manifestieren. Stoffwechselaktive Organe wie
die Leber besitzen relativ grole Reservekapazititen der Atmungskette und konnen auf diesen
erhohten Bedarf reagieren. Das Gehirn und besonders die glutamaterge Neurotransmission
besitzt jedoch einen sehr hohen Energiebedarf bei einer gleichzeitig geringen
Reservekapazitit der Atmungskette. In einer katabolen Stoffwechsellage konnte die Inhibition
des KGDHc im Gehirn direkt iiber eine Reduzierung des Flusses durch den Citratzyklus und
indirekt durch die Reduzierung der bioenergetischen Reservekapazititen zu einem
Ungleichgewicht des mitochondrialen Energiestoffwechsels fithren. Ein solcher Effekt wiirde
durch die Tatsache verstirkt, dass der KGDHc das langsamste und somit das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym des Citratzyklusses ist.

In diesem Zusammenhang ist auch ein Mausmodell zu sehen, in dem durch eine thiaminfreie
Didt eine KGDHc Hemmung untersucht wurde (Gibson et al. 2005). In Méusen mit
thiaminfreier Didt konnte nur ein neuronaler Zelltod gezeigt werden. Mikroglia, Astrozyten
und Endothelzellen waren hingegen nicht beeinflusst und wiesen sogar eine erhohte KGDHc-
Aktivitdt auf. Dies konnte darauf hinweisen, dass eine KGDHc Hemmung vor allem
neuronale Zellen betrifft, andere Zelltypen jedoch nicht oder nur gering und deshalb

vornehmlich eine neuronale Schiadigung erzeugt.
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5.2.6 Limitierung des Zeitraums einer enzephalopathischen Krise bei
GCDH-defizienten Patienten durch den KGDHc
Der KGDHc zihlt zu den postnatalen Spitentwicklern unter den Citratzyklus Enzymen. Im
Striatum der Ratte steigt die KGDHc-Aktivitdt zwischen dem 10. und 17. postnatalen Tag an
und erreicht das adulte Level am 30. postnatalen Tag (Buerstatte et al. 2000). Die spite
Hochregulation der KGDHc-Aktivitit wihrend der postnatalen Entwicklung erhoht die
Ansprechbarkeit auf eine Glutaryl-CoA induzierte Inhibition wéhrend dieser Periode. Dies
kann ein relevanter Risikofaktor fiir das Auftreten einer akuten enzephalopathischen Krise

sein, die bei GA I Patienten exklusive in der frithen Kindheit auftritt.

5.2.7 Leichte Hemmung des BCKDHc durch Glutaryl-CoA

Die Hemmung des BCKDHc fiel im Vergleich zu dem KGDHc deutlich schwicher aus, war
jedoch stdrker ausgepridgt als die Inhibition des PDHc (Mittelwert: KGDHc: 31,80 %;
BCKDHc: 44,98 %; PDHc: 64,24 % der Kontrollaktivitit bei 1 mM Glutaryl-CoA). Die
Tatsache, dass vor allem GA zu einer Steigerung der messbaren Enzymaktivitit fithrte, spricht
dafiir, dass diese Dicarbonsdure ein Substrat des Komplexes ist. Folglich scheint die
Inhibition des BCKDHc in Analogie zum KGDHc zu stehen und auf einer Produkt-Feedback-
Hemmung des Ek2 zu beruhen.

Die pathophysiologische Rolle dieses Effektes bleibt allerdings fraglich. Vor allem die
bioenergetischen Eigenschaften dieses Enzyms machen eine Beteiligung dieses Effektes am
Pathomechanismus der GCDH-Defizienz unwahrscheinlich, da der BCKDHc eine hohe
gewebespezifische Reservekapazitit besitzt (Harris er al. 2005). Das Enzym liegt unter
Standardbedingungen, d.h. einer ausgeglichenen Stoffwechsellage, zu einem Teil
phosphoryliert, also inaktiv vor. Auf erhohte verzweigtkettige Aminosiure-Konzentrationen
kann die Zelle mit einer Dephosphorylierung des Enzyms und somit Mobilisierung der
enzymatischen Reserven antworten. Es ist anzunehmen, dass dieser Mechanismus auch die
Hemmung des Komplexes durch Glutaryl-CoA zumindest partiell ausgleichen kann.

Ferner sind die hochsten Konzentrationen des BCKDHc im Skelettmuskel zu finden (Brosnan
und Brosnan 2006), in dem jedoch nur relativ geringe GA-Konzentrationen bei der Gedh™ -
Maus nachgewiesen wurden.

AuBerdem ist der BCKDHc nur indirekt iiber die Einspeisung der Abbauprodukte des
verzweigtkettigen Aminosdurenstoffwechsels in die S-Oxidation mit dem Energiestoff-

wechsel verbunden, der KGDHc hingegen ist das geschwindigkeitsbestimmende Enzym des
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Citratzyklusses. Eine Verbindung zwischen Disulfid-Redox-Status/ antioxidativer Kapazitit
und BCKDHc (wie fiir den KGDHc gezeigt), ist nicht bekannt.

Eine in vivo Inhibition des BCKDHc wiirde zudem zu einer Akkumulation der
verzweigtkettigen Aminosduren im Plasma fithren. Dies ist jedoch charakteristisch fiir die
Ahornsirupkrankheit (MSUD), die durch einen Defekt des BCKDHc gekennzeichnet ist.
GCDH-defiziente Patienten weisen auch wihrend eine enzephalopathischen Krise normale

Plasmakonzentrationen dieser Aminosiuren auf.

5.2.8 Schwache Hemmung des PDHc durch Glutaryl-CoA

Die Hemmung der PDHc-Aktivitit war im Vergleich zur Hemmung des KGDHc und der
BCKDHc wesentlicher schwicher ausgeprigt. Welche Bedeutung die leichte Hemmung des
PDHc fiir die Pathophysiologie der GCDH-Defizienz besitzt, bleibt aufgrund der geringen
Effektstirke fraglich. Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass dieser Effekt bei erschopften
Reserven der Atmungskette eine amplifizierende Rolle spielt. Die Hemmung der PDHc ldsst
sich in Analogie zu KGDHc und BCKDHc durch Produkt-Feedback-Inhibition erklédren.
Akkumulierendes Acetyl-CoA hemmt die PDHc-Aktivitit (Pettit e al. 1975) und reguliert so
den Fluss des Glykolyse-Endprodukts Pyruvat in den Citratzyklus. Auch fiir andere
kurzkettige CoA-Ester konnte ein hemmender Einfluss auf die PDHc gezeigt werden (Brock

und Buckel 2004; Schwab et al. 2006).

5.2.9 Einfluss von Glutaryl-CoA auf CS, MDH, IDH und Fumarase

Die Hemmung der CS durch Glutaryl-CoA war sehr gering und daher wahrscheinlich nicht
von pathophysiologischer Bedeutung. Sie konnte durch eine Kompetition von Glutaryl-CoA
mit Acetyl-CoA (mit Oxalacetat das physiologische Substrat des Enzyms) um die
Substratbindungsstelle entstehen. Die apparente Inhibition der MDH und Fumarase ist ein
Artefakt und liegt in der Hemmung der CS begriindet. Da das Gleichgewicht der MDH
katalysierten Reaktion die Bildung von Malat favorisiert, fithrt der Anstau von Oxalacetat
durch eine Hemmung der CS in diesem artifiziellen System zu einer sekundéren Inhibition der
MDH durch Glutaryl-CoA. Fiir die Fumarase gilt dasselbe Prinzip, da die Aktivitit dieses

Enzyms im verwendeten Assay nur indirekt iiber MDH-AKktivitdt gemessen wird.
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5.2.10 Storung der mitochondrialen SOxidation

Es konnte gezeigt werden, dass vor allem die mitochondriale S-Oxidation langkettiger
Fettsiuren bei Gedh”-Miusen leicht reduziert ist. Ein direkter Einfluss von GA, 3-OH-GA
und Glutaryl-CoA auf die Scad-, Mcad-, oder Vlcad-Aktivitit konnte jedoch ausgeschlossen
werden. Dieses Ergebnis schliefit eine Erniedrigung der Enzymaktivititen in Gedh™ -Miusen
durch eine Akkumulation von GA, 3-OH-GA und Glutaryl-CoA in der Probe aus. Es deutet
vielmehr darauf hin, dass es sich um einen regulatorischen Effekt handelt.

Die pathophysiologische Relevanz dieses Effektes ist nicht eindeutig. Ein moglicher Link
zwischen der verringerten Vlcad-Aktivitit und der Gecdh-Defizienz liegt im inhibitorischen
Potential der langkettigen Acyl-CoA-Ester, besonders Palmitoyl-CoA. Es konnte eine
hemmende Wirkung dieser Acyl-CoA-Ester auf den Energiemetabolismus einschlieBlich
KGDHc (Lenartowicz und Olson 1978), PDHc (Butterworth et al. 1975) und Komplex I
(Ventura et al. 1996) beschrieben werden. Rhabdomyolyse, eine charakteristische
Komplikation von langkettigen Fettsdureoxidationsstorungen, wurde wéhrend einer akuten
Krise in zwei Patienten mit einer GCDH-Defizienz beschrieben (Wilson ef al. 1999; Chow et
al. 2003). Eine Fettinfiltration der Leber konnte in post mortem-Untersuchungen nach
todlichen Krisen gefunden werden (Bennet et al. 1986; Goodman et al. 1977).

Eine sekundire Carnitin-Depletion infolge einer verstirkten Glutarylcarnitin Ausscheidung
tiber den Urin konnte die Oxidation langkettiger Fettsduren weiter ins Ungleichgewicht
bringen.

Einen anderen Erkldarungsansatz bietet die Metabolontheorie (Eaton er al. 2000). Die
Metabolontheorie beschreibt den Aufbau der B-Oxidation nicht als eine Aneinanderreihung
einzelner Enzyme, sondern als einen ,,Super“~-Komplex aus einzelnen Enzymen, in dem die
Intermediate in ,,Kanilen* zwischen den einzelnen Enzymen flieBen. Diese Theorie basiert
auf der Tatsache, dass unter normalen Bedingungen nur geringe Spuren der Intermediate der
S-Oxidation messbar sind. Da der Abbau von L-Lysin, L-Hydroxylysin und L-Tryptophan auf
Ebene der GCDH in die f-Oxidation miindet, lésst sich spekulieren, dass die GCDH ein Teil
dieses Metabolons bildet. Eine Defizienz oder eine nicht funktionierende GCDH konnte den
Fluss in diesem Metabolon behindern. Die Tatsache, dass alle drei Enzyme - Scad, Mcad und
Vlcad - eine reduzierte Aktivitiat aufweisen, konnte anhand dieser Theorie erkliart werden.

Ein FAD-Mangel in Gedh” -Maus Leberhomogenaten, der den gleichen Effekt hitte, kann in
diesem artifiziellen System durch die Uberschusskonzentration an FAD im Puffer

ausgeschlossen werden.
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5.2.11 Verringerte Glutathion-Konzentrationen in Gedh™ -Miiusen

Im Hirngewebe von Gedh”-Miusen wurden erniedrigte Glutathion-Konzentrationen
nachgewiesen. Dieser Befund unterstiitzt die in vitro und in vivo gefundenen Hinweise auf
oxidativen Stress (Kolker ef al. 2001a; Latini et al. 2002; Kolker et al. 2001c) als wichtige
GroBe in der Pathogenese der GCDH-Defizienz. Interessanterweise konnten auch im
Leberhomogenat von Gedh” -Miusen reduzierte Glutathion-Konzentrationen gefunden
werden. Da in diesem Organ keine exzitotoxischen Prozesse stattfinden, konnte dieses
Ergebnis ein Hinweis auf eine Storung des mitochondrialen Energiestoffwechsels aufgrund
einer Inhibition des KGDHc durch Glutaryl-CoA und der daraus resultierenden ROS-Bildung

sein.

5.2.12 Zusammenfassung des bioenergetischen Teils

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass eine Inhibition des Citratzyklus auf Ebene der KGDHc
als amplifizierende GroBle in einem exzitotoxischen Schiadigungsmodell fiir die GCDH-
Defizienz eine wichtige Rolle spielen konnte. Weiterhin konnte dieser Effekt sowohl durch
eine milde Inhibition des BCKDHc und PDHc als auch durch eine Reduktion der f-

Oxidationsaktivitit verstiarkt werden.
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5.3 Biochemische Untersuchungen zur GCDH-Defizienz

Das Ziel der biochemischen Studien zur GCDH-Defizienz war es, gewebespezifische
Konzentrationen und BBB-Permeabilitit von pathologisch relevanten Metaboliten der
GCDH-Defizienz zu untersuchen. In diesem Zusammenhang sind die gewebespezifischen
Konzentrationen von GA und 3-OH-GA in Gedh”-Miusen, hepatozytiren Gedh”-Miusen
und nach intraperitonealer Injektion in C57B1/6-Miusen gemessen worden. Weiterhin wurde
der Transport dieser beiden organischen Séuren iiber kapillire Endothelzellen aus

Schweinehirn untersucht.

5.3.1 Zerebrale Akkumulation von GA und 3-OH-GA in der GCDH-
Defizienz

Die wichtigsten Ergebnisse dieser Untersuchung waren: 1) ein #dquimolarer Anstieg
zerebraler und hepatischer GA- und 3-OH-GA-Konzentrationen in Gedh™-Miusen bei
gleichzeitig deutlich geringeren Serumkonzentrationen, 2) ein groer Unterschied in Leber-
und Hirnkonzentrationen von GA in hepatozytiren Gedh™ -Miusen und von GA und 3-OH-
GA nach intraperitonealer Injektion ihrer deuterierten Isotope und 3) eine geringe

Permeabilitit kultivierter BCEC fiir GA und 3-OH-GA (Efflux > Influx).

5.3.2 Zerebrale GA- und 3-OH-GA-Konzentrationen stehen in keinem
Zusammenhang mit GCDH-Aktivitit oder den Konzentrationen im
Serum

5.3.2.1 Post mortem-Untersuchungen

Post mortem-Studien und eine Hirnbiopsie in neun Patienten, die keine strenge oder keine
Therapie erhalten haben, wurden publiziert (Goodman et al. 1977; Leibel et al. 1980; Funk et
al. 2005; Kilkens et al. 2005). Die biochemische Analyse von insgesamt sieben der
genannten Patienten wurde vom Autor der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt (Funk er al.
2005; Kiilkens et al. 2005). Diese Patienten besallen zerebrale Konzentrationen der GA
(Bereich 500-5,000 uM, Mittelwerte 1750 uM) und 3-OH-GA (Bereich 40-200 uM,
Mittelwert 80 uM), die den zerebralen Konzentrationen von Gedh™-Miusen (GA: 1,686 *
206 uM; 3-OH-GA: 78 £ 11 uM) glichen (Tabelle 12). Dieses Ergebnis unterstreicht die
Eignung der Gedh™-Maus zur biochemischen Beschreibung der GCDH-Defizienz.
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Tabelle (12) Zerebrale GA und 3-OH-GA Konzentrationen in post mortem-Untersuchungen und einer
Hirnbiopsie von GA I Patienten im Vergleich zu Gedh”-Miusen. Die Konzentrationen sind angegeben als
Mittelwert in uM (unter der Annahme eines zerebralen Proteingehaltes von 12 % und eines Wassergehaltes von
80 %). *Patienten wurden mit einen streng L-Lysinrestringierten und L-Tryptophan reduzierten Diét behandelt
und hatten ein gutes biochemisches Ansprechverhalten auf diese Diét in Urin und Plasma. BG, Basalganglien; C,
frontaler Cortex; HE, ,,high excretor”; LE, ,,Jow excretor”; n.d., nicht gemessen.

. -
Post mortem Studien I:Ilrn: Gc:fih
biopsie Miuse
Goodman Leibel Bennett  Kolker Funk Kiilkens
Referenz etal. et al. et al. et al. et al. et al.
(1977) (1980) (1986) (2003) (2005) (2005)
Anzahl n=1 n=1 n=1 n=1 n=6 n=1 n=13
Biochemischer | 1. HE HE HE LE HE HE
Phiinotyp
GA 840©, 5%, 876,
(M) 1040© 12509 39©= 9E0 1070 5,280 1,686
3-OH-GA 7%, 46, ©
(umol/L) n.d. n.d. n.d. 7805 5080 198 78

Eine Evaluation biochemischer Daten von iiber 200 Patienten ergab, dass die GA- und 3-OH-
GA-Konzentrationen in Plasma und Urin negativ mit der residualen GCDH-Aktivitit in
Fibroblasten und Leukozyten korreliert (Christensen ef al. 2004). Da das Lebergewebe die
hochste spezifische GCDH-Aktivitidt aufweist, (McMillan et al. 1988; Reichmann et al. 1988;
Woontner et al. 2000; Koeller ef al. 2002) liegt es nahe, dass die biochemischen Unterschiede
dieser Untergruppen in Plasma und Urin die residuale hepatische GCDH-Aktivitit
widerspiegeln. Unerwarteterweise ergaben die post mortem-Untersuchungen an GA 1
Patienten jedoch @hnliche zerebrale GA- und 3-OH-GA-Konzentrationen in ,,high“ und ,,low
excretors (Goodman et al. 1977; Leibel et al. 1980; Funk et al. 2005, Kiilkens et al. 2005).
Besonders deutlich wurde dieser Befund in einer Gruppe von ,Jlow excretors® - den
kanadischen Oji-Cree-Indianern (Funk et al. 2005), die dhnliche zerebrale Konzentrationen
wie ,,high excretors* aufwiesen.

Zerebrale GA- und 3-OH-GA-Konzentrationen scheinen folglich unabhingig von der
hepatischen GCDH-AKktivitit zu sein. Diese Hypothese wird auch durch das Fehlen
neurologischer Symptome in einem natiirlichen Modell der hepatischen GCDH-Defizienz,
Rousettus aegypticus (McMillan et al. 1988), unterstiitzt. Weiterhin konnte keine Korrelation
zwischen Genotyp oder residualer GCDH-Aktivitidt und dem klinischen Phénotyp in Patienten
mit GCDH-Defizienz gefunden werden (Christensen et al. 2004). Da GA und 3-OH-GA
postulierte endogene Neurotoxine (Kolker et al. 2004a; Sauer et al. 2005, 2006) sind, konnten
gleiche zerebrale Konzentrationen der GA und 3-OH-GA in ,,high* und ,,low excretors* eine

Erklirung fiir die klinische Ahnlichkeit beider Untergruppen sein.
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5.3.2.2 Gewebespezifische Verteilung von GA, 3-OH-GA und Glutarylcarnitin bei der
Gedh”"-Maus

Die Untersuchung der gewebespezifischen Verteilung der GA- und 3-OH-GA-
Konzentrationen in Gedh”-Miusen ergab hohe Konzentrationen dieser beiden
Dicarbonsduren im Lebergewebe und geringe Konzentrationen in Herz- und Skelettmuskel.
Dieses Ergebnis spiegelt die spezifischen Unterschiede in der Gcedh-Expression wieder
(Woontner et al. 2000). Unerwarteterweise waren jedoch die Konzentrationen dieser
organischen Siduren in Leber und Gehirn fast dquimolar, obwohl die zerebrale Gcdh-
Expression (Woontner et al. 2000) und die zerebrale Gedh-Aktivitit (Tabelle 5) im Vergleich
zur Leber sehr gering war. Der Vergleich der Gehirn- und Serumkonzentrationen in Gedh™ -
Miusen von GA- und 3-OH-GA zeigte einen hohen Konzentrationsgradienten (Gehirn >>
Serum). Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den post mortem-Untersuchungen bei GA 1
Patienten.

Die Analyse der Glutarylcarnitin-Konzentrationen von Gedh”-Miusen weisen auf eine
metabolische  Schwachstelle des Gehirns hin. Die zerebralen  Glutarylcarnitin-
Konzentrationen waren ungefdhr zehnmal niedriger als in Leberhomogenat. Diese niedrigen
Konzentrationen deuten eine geringe zerebrale Kapazitit zur Carnitinkonjugation und damit
geringere Detoxifikationsmoglichkeiten fiir akkumulierende GA an. Das reduzierte freie
Carnitin in Gehirnhomogenaten von Gedh”-Miusen  bei gleichzeitig leicht erhohten
Konzentrationen im Lebergewebe verdeutlicht die unterschiedliche Kapazitit der
Carnitinkonjugation von Gehirn und Leber. Unter metabolischem Stress durch
akkumulierende GA kann die Leber mehr freies Carnitin fiir die Konjugation bereitstellen.
Der Pool an freiem Carnitin im Gehirn ist jedoch unter dieser Belastungssituation relativ
begrenzt und verarmt.

Erhohte Glutarylglycin-Konzentrationen im Urin der Gedh”-Maus deuten an, dass die
Glycinkonjugation eine alternative Detoxifikationsstrategie fiir Glutaryl-CoA in Gedh™-

Maiusen ist.

5.3.3 Streng limitierter Transport von GA und 3-OH-GA iiber die BBB
5.3.3.1 Hepatozytiire Gedh” -Maus

Um die Produktion und den Transport von GA und 3-OH-GA zu beschreiben, ist eine
hepatozytire Gedh” -Maus generiert worden. Diese Miuse wiesen signifikant erhdhte GA-, 3-
OH-GA- und Glutarylcarnitin-Konzentrationen in Leber, Gehirn, Urin auf. Im Serum war nur

GA und Glutarylcarnitin erhoht. Der Vergleich der Serum- und Hirnkonzentrationen ergab,
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dass GA limitiert iiber die BBB in das Gehirn eintreten kann. Im Gegensatz zur Gedh” -Maus
zeichnete sich die  hepatozytire — Gedh” -Maus jedoch  durch einen starken
Konzentrationsunterschied zwischen Leber- und Hirngewebe fiir GA und 3-OH-GA aus.
Dieser starke Konzentrationsunterschied widerspricht der Hypothese einer zerebralen
Anreicherung von GA und 3-OH-GA aus der systemischen Zirkulation als Mechanismus fiir
die stark erhohten Konzentrationen im Gehirn von GA I Patienten und Gedh”-Miusen.
Wihrend Gedh”-Miuse dquimolare Konzentrationen beider Dicarbonsiuren in Leber- und
Gehirnhomogenaten besallen, konnten bei hepatozytiiren Gedh”-Miusen nur weniger als 4 %
der hepatischen GA-Konzentrationen im Hirngewebe gefunden werden. Ein unerwarteter
Befund war, dass die zerebralen 3-OH-GA-Konzentrationen im Vergleich zum
Leberhomogenat stirker erhoht waren als die GA-Konzentrationen, obwohl 3-OH-GA im
Serum nicht detektierbar war. Da die Hirne vor der Entnahme perfundiert worden sind, ist
eine Kontamination mit Blut unwahrscheinlich. Es kann postuliert werden, dass 3-OH-GA im
Gehirn aus GA de novo-synthetisiert worden ist und daher relativ zur Leber stirker erhoht ist
als GA.

Da die GA-, 3-OH-GA- und Glutarylcarnitin-Konzentrationen bei der hepatozytidren Gcdh-
Defizienz kleiner als 50 % der Konzentrationen einer systemischen Gcdh-Defizienz sind,
kann postuliert werden, dass extrahepatisches Gewebe an der systemischen Akkumulation
dieser Metabolite beteiligt ist. Dies entspricht genetischen Analysen, in denen u.a. auch eine

hohe Gcdh-Expression in der Niere festgestellt werden konnte (Woontner et al. 2000).

5.3.3.2 Intraperitoneale Injektion von deuterierter GA und 3-OH-GA

Um die Spezifitit der Untersuchungen zum Transport von GA und 3-OH-GA zu erhohen,
wurde C57B1/6-Miusen deuterierte GA und 3-OH-GA intraperitoneal injiziert. Wihrend hohe
Konzentrationen beider Metabolite in Leber und Serum eine Stunde nach der Injektion
nachweisbar waren, blieben die zerebralen Konzentrationen sehr niedrig. Da keine
Konzentrationsunterschiede in verschiedenen Hirnregionen gefunden wurden, kann
angenommen werden, dass es fiir diesen Transport keine arealspezifischen Unterschiede gibt.
Der Vergleich der Serum-, Leber- und Gehirnkonzentrationen beider Dicarbonséduren zeigte,
dass nur ein geringer Bruchteil der Serumkonzentrationen (< 20 %) und der
Leberkonzentrationen (< 9 %) im Gehirn zu finden waren. Dies weist auf einen streng
limitierten Transport beider Dicarbonsiuren iiber die BBB ins Gehirn hin.

Die rasche Abnahme der d4-GA- und ds-3-OH-GA-Konzentrationen in Leber und Serum nach

einer Stunde deuten auf einen effektiven Exportmechanismus aus der Leber iiber das Serum
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und die Niere hin. Die geringeren Konzentrationen von ds-GA bei gleich hoch eingesetzter
Konzentration wie bei ds-3-OH-GA sind darauf zuriickzufiihren, dass ds-GA teilweise
verstoffwechselt werden kann. Die kurzfristig hohe eingesetzte Menge iiberschreitet jedoch
die zelluldre Kapazitit fiir diesen Abbau und sorgt dafiir, dass geniigend ds-GA fiir die
Transportuntersuchungen bereitsteht. Fiir 3-OH-GA ist kein abbauendes Enzym bekannt,
folglich bleiben die Konzentrationen hoher und die Konzentrationsabnahme iiber die Zeit ist

nur auf Exportmechanismen zuriickzufiihren.

5.3.3.3 Untersuchungen zum Transport von GA und 3-OH-GA iiber BCEC

Die Untersuchungen zur Herkunft zerebraler GA und 3-OH-GA an beiden Mausmodellen
legten einen stark limitierten Transport von GA und 3-OH-GA iiber die BBB nahe. Da die
gemessenen zerebralen Konzentrationen in beiden Experimenten sehr niedrig waren und am
unteren Detektionslimit der Methode lagen, bestand jedoch die Gefahr den Transport noch zu
iberschitzen. Deshalb wurde der Transport von ds-GA und ds-3-OH-GA iiber kultivierte
zerebrale kapilldare Endothelzellen aus Schweinhirn als Modellsystem fiir die BBB untersucht.
Es konnte weder ein relevanter Influx noch Efflux dieser beiden Dicarbonséduren iiber den
Monolayer nachgewiesen werden. Die Permeabilititskoeffizienten beider Dicarbonsduren
lagen sowohl fiir den Influx als auch fiir den Efflux nur minimal iiber dem
Permeabilititskoeffizienten des Carboxyfluoresceins. Fiir diesen para-zelluliren Marker sind
keine Transporter bekannt. Auch in andere Studien wurde ein stark limitierter Flux von
Dicarbonsiuren iiber die BBB (Hassel ef al. 2002) beobachtet.

Eine Beteiligung des OAT3 am Transport von GA und 3-OH-GA iiber die BBB konnte nicht
eindeutig geklirt werden. Es wurde zwar eine leichte Erhohung des Effluxes durch basolateral
applizierte PAH und eine Umkehrung des Effektes durch apical applizierte PAH
nachgewiesen, jedoch ist dieser Effekt relativ klein und seine physiologische Relevanz daher
fraglich. Auch die Tatsache, dass der OAT3 vor allem im proximalen tubuldren Epithelium
und im Plexus choroideus exprimiert (Ohtsuki ef al. 2002; Sweet et al. 2003) wird, macht
seine Rolle im quantitativen Effluxtransport von Dicarbonsiduren wie GA und 3-OH-GA iiber
die BBB unsicher. Weiterhin koppelt der vom OATS3 katalysierte Mechanismus den Einstrom
einer organischen Sidure (z.B. PAH) an den Ausstrom der Dicarbonsidure aus der Zelle
(Kikuchi er al. 2003; Ohtsuki et al. 2002; Sweet et al. 2003). Ein effektiver OAT3-
vermittelter Efflux iiber die BBB wiirde also zuerst einen Influx Transporter fiir die
Dicarbonsiure in die Endothelzelle notwendig machen. Ein solcher ist jedoch noch nicht

bekannt.
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Ein weiterer Faktor der gegen einen effektiven Influx ins Gehirn spricht, ist der hohe GA und
3-OH-GA Gradient von der Gehirn- zur Blutseite, wie in Gedh”-Miusen und humanen
Patienten mit einer GCDH-Defizienz gezeigt werden konnte. Die treibende Kraft eines
solchen Influxes ist aufgrund dieses Gradienten als sehr gering zu betrachten. Diese Annahme
wird durch das Experiment unter pathophysiologischen Bedingungen — also ein hoher
Konzentrationsgradient zwischen Gehirn und Blut - an den BCEC unterstrichen. Die
Influxraten beider Dicarbonsduren ins Gehirn fielen in diesem Experiment im Vergleich zu

einer alleinigen Applikation von ihnen auf der Blutseite ab.

5.3.4 Keine schidigende Wirkung der GA und 3-OH-GA auf die BBB

Im Rahmen dieser Arbeit konnten keine Hinweise auf eine toxische Wirkung von GA oder 3-
OH-GA auf die BBB in vitro oder in vivo gefunden werden. Eine eineinhalbstiindige
Inkubation der BCEC mit 3-OH-GA oder GA verinderte die Intaktheit des Monolayers nicht.
Eine chronische Schidigung durch GA oder 3-OH-GA erscheint in Anbetracht des hohen
Gehirn/ Serumkonzentrationsgradienten bei der Gedh”-Maus und GA 1 Patienten
unwahrscheinlich.

Im Gegensatz hierzu konnten Miihlhausen und Kollegen (2006) zeigen, dass sehr hohe 3-OH-
GA-Konzentrationen die Angiogenese humaner, dermaler, mikrovaskuldrer Endothelzellen
storte. Als Kritisch anzusehen sind bei dieser Arbeit jedoch die sehr hoch gewihlten 3-OH-
GA-Konzentrationen (2-6 mM) fiir die Belastung der Zellen. Konzentrationen in diesem
Bereich konnten weder im Mausmodell (78 = 11 uM) noch bei humanen GA I Patienten (20 -
200 uM) gefunden werden. In einem pathophysiologisch relevanten Konzentrationsbereich
wurde in der Studie von Miihlhausen und Kollegen (2006) hingegen kein schidigender Effekt
nachgewiesen. Ein weiterer Kritikpunkt ist die Wahl des Testsystems. Die kapilldren
Endothelzellen der BBB sind in Bezug auf ihre Membraneigenschaften, Expression von
Transportern und Stoffwechselwege einzigartig (Ribatti et al. 2006). Ob Aussagen iiber
humane, dermale, mikrovaskulidrer Endothelzellen direkt auf die kapilliren Endothelzellen der

BBB iibertragbar sind, scheint folglich fraglich.
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5.3.5 Zusammenfassung des biochemischen Teils

Die limitierende GroBe des Transportes von Metaboliten in das Gehirn, ist die BBB. Die BBB

sichert und reguliert die Zufuhr von Nihrstoffen aus der systemischen Zirkulation und isoliert

das Gehirn vor Toxinen. Die BBB weist jedoch zwei Schwachstellen auf:

1) eine Sittigung des Aminosiurentransports und eine Kompetition zwischen den Substraten

machen das Gehirn verwundbar gegeniiber groBen Ungleichgewichten in den

Plasmakonzentrationen von Aminoséduren, wie bei der Phenylketonurie (Pietz et al. 1999).

2) eine pathologisch erhdhte zerebrale de novo-Synthese von nicht permeablen hydrophilen

Metaboliten fordert deren zerebrale Akkumulation. Der zweite Mechanismus scheint fiir die

Pathogenese der GCDH-Defizienz von Bedeutung.

Fiir GA I Patienten wurde gezeigt, dass:

e es keine Korrelation zwischen hepatischer GCDH-Aktivitidt und zerebralen GA- und 3-
OH-GA-Konzentrationen gibt.

e es einen starken Konzentrationsgradienten zwischen Gehirn- und Serumkonzentrationen
(Gehirn >> Serum) von GA und 3-OH-GA gibt.

e s keine Korrelation zwischen peripheren GA- und 3-OH-GA-Konzentrationen und
klinischem Phinotyp gibt.

In der vorliegenden Arbeit ist gezeigt worden, dass:

e es einen starken Konzentrationsgradienten zwischen Gehirn- und Serumkonzentrationen
(Gehirn >> Serum) von GA und 3-OH-GA bei Gedh”"-Méusen gibt.

¢ die GA- und 3-OH-GA-Konzentrationen in Leber- und Gehirnhomogenaten von Gedh™-
Miusen dquimolar sind, obwohl die zerebrale Gcdh-Aktivitit deutlich niedriger als die
hepatische ist.

e ceine hepatozytire Gcedh-Defizienz nicht ausreicht, um die massiv erhdhten zerebralen
Konzentrationen beider Dicarbonsiuren von Gedh” -Miusen zu erreichen.

e der Transport von GA und 3-OH-GA iiber die BBB in vivo und in vitro streng limitiert
ist.

¢ GA und 3-OH-GA die BBB in pathophysiologisch relevanten Konzentrationen nicht
schidigt.

Insgesamt kann festgehalten werden, dass diese Faktoren fiir eine zerebrale de novo-Synthese

und anschlieBendes intrazerebrales Trapping von GA und 3-OH-GA sprechen. Die

Hypothese von Strauss und Morton (2003) einer zerebralen Anreicherung von GA und 3-OH-

GA aus der systemischen Zirkulation erscheint jedoch unwahrscheinlich. Ferner ist

festzuhalten, dass die bei Gedh”-Miusen und GA 1 Patienten nachgewiesenen GA- und 3-
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OH-GA-Konzentrationen in in vitro- und in vivo-Modellen neurotoxische Effekte erzeugt
haben (Kolker er al. 2004a). Folglich konnen die Ergebnisse dieser Arbeit die Rolle eines
exzitotoxischen Schidigungsmechanismus in der Pathogenese der GCDH-Defizienz

bestirken.

5.4 Synopsis eines potentiellen Pathomechanismus

5.4.1 Der zerebrale Energiemetabolismus

Wie diese Studie und andere Studien zeigen konnten, beeintrichtigen akkumulierende GA-, 3-

OH-GA- und Glutaryl-CoA-Konzentrationen den zerebralen Energiemetabolismus durch:

(1) die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren verbunden mit einer Erhohung der
intrazelluliren Ca®*-Konzentrationen und der Bildung von ROS durch 3-OH-GA (De
Mello et al. 2001; Flott-Rahmel et al. 1997; Kolker et al. 2000a; Kolker et al 2001a,b;
Kolker et al. 2002a; Kolker et al. 2004a; Latini et al. 2002; Rosa et al. 2004; Ullrich et al.
1999),

(2) die Inhibition des KGDHc und zu einem geringeren Ausmall des BCKDHc und PDHc
(Sauer et al. 2005) durch Glutaryl-CoA,

(3) die Depletion des intrazelluldren Kreatinphosphatpools durch 3-OH-GA (Ulrich et al.
1999),

(4) die Inhibition der synaptosomalen Glutamataufnahme durch GA (Bennett et al. 1973;
Porciuncula et al. 2000),

(5) die Inhibition der GABA Synthese durch GA und 3-OH-GA (Stokke et al. 1976) und

(6) die Inhibition der Na*/ K*-ATPase durch GA (Kélker et al. 2002b).

In einer alternativen, aber noch nicht experimentell iiberpriiften Hypothese wurde

Chinolinsdure, ein Metabolit des Kynureninstoffwechselweges im Abbau von L-Tryptophan

und bekannter Agonist des NMDA-Rezeptors, als endogenes Toxin in der Neurodegeneration

der GCDH-Defizienz postuliert. (Heyes 1987; Varadkar und Surtees 2004).

Es kann angenommen werden (Kolker et al. 2004a; Sauer et al. 2006), dass die beschriebenen

Einzeleffekte vor allem wihrend einer stark energieverbrauchenden Uberstimulation der

glutamatergen Neurotransmission konvergieren und sich synergistisch amplifizieren.
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5.4.2 Bioenergetische und metabolische Kopplung zwischen Nervenzellen
und Astrozyten
Neben dem Einfluss einer Inhibition der KGDHc auf den Energiestoffwechsel, konnte diesem
Effekt noch eine weitere Bedeutung zukommen. Neurone sind von einer astrozytidren
Versorgung mit Citratzyklus Intermediaten abhédngig. Die neuronale Synthese von Glutamat
aus o-Ketoglutarat per se erzeugt einen Abfluss dieses Dicarbonsédureintermediates aus dem
neuronalen Citratzyklus. Dieser Abfluss reduziert die Kapazitit des oxidativen Metabolismus
und der ATP-Synthese. Deshalb muss er durch anaplerotische Reaktionen wie die
Carboxylierung von Pyruvat zu Malat oder Oxalacetat regeneriert werden. Da den meisten
Neuronen im Gegensatz zu Astrozyten eine Pyruvat-Carboxylase-Aktivitdt fehlt, sind
Neurone von einer konstanten Versorgung durch Citratzyklus Intermediaten, wie Citrat, o+
Ketoglutarat, Malat und Succinat aus der Synthese in Astrozyten abhingig (Schousboe et al.
1997; Hassel et al. 2000).
Uber den Transport von Dicarbonsiuren im Gehirn ist noch wenig bekannt. Vor kurzem
konnte der Natrium-abhéngige Transporter hNaDC3 beschrieben werden (Wang et al. 2000).
Dieser konnte eine wichtige Rolle im intrazerebralen Transport von Dicarbonsduren mit einer
Kettenlinge von vier bis sechs Kohlenstoffatomen spielen. hNaDC3 wies eine hohe
Substratspezifitit fiir GA und o~Ketoglutarat auf. Weiterhin bestand bei diesem Transporter
eine starke Kompetition von GA und o~Ketoglutarat mit dem Succinattransport (Wang et al.
2000). Eine aktuelle Studie von Yodoya und Kollegen (2006) konnte zeigen, dass 2 mM GA
(zerebrale Konzentrationen bei GA I Patienten: 0,5 - 5 mM GA) die Aufnahme von Succinat
in Astrozyten und in Neurone um ca. 95 % hemmt. Daher ldsst sich postulieren, dass die
hohen zerebralen GA-Konzentrationen durch eine Kompetition den Transport von
Dicarbonsiure-Citratzyklus-Intermediaten zwischen Astrozyten und Neuronen storen.
Dieser Mechanismus konnte glutamaterge Neurone vor allem wihrend einer Uberstimulation
besonders vulnerabel fiir den Effekt einer KGDHc-Inhibition durch Glutaryl-CoA machen.
Abbildung (26) stellt die Synopsis eines potentiellen Pathomechanismus vereinfacht dar

(Sauer et al. 2006).
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Abbildung (26) Synopsis der postulierten Effekte von GA und 3-OH-GA auf die metabolische Kopplung von
Astrozyten und Neuronen und die glutamaterge Neurotransmission. GLT-1/ GLAST: Natrium-abhingiger
astrozytirer Glutamattransporter, hNaDC3: humaner Natrium-abhédngiger Dicarbonsédurentransporter, Gln:
Glutamin, GInS: Glutamin-Synthase, Glu: Glutamat, o-KG: o-Ketoglutarat, KGDHc: «o-Ketoglutarat-
Dehydrogenase-Komplex, MCT 1&2: Monocarbonsiuretransporter 1 und 2, NMDA-R: N-Methyl-D-Aspartat
Rezeptor, OAT3: organische Anionen Transporter 3, PC: Pyruvatcarboxylase, PDHc: Pyruvat-Dehydrogenase-
Komplex.

Die linke Seite stellt den Laktat-Shuttle zwischen Neuronen und Astrozyten und den
Glutamat/ Glutamin Zyklus (glu/gln) dar. Dies verdeutlicht die enge Verkniipfung der
exzitatorischen (glutamatergen) Neurotransmission und dem zerebralen Glukose
Metabolismus (Magistretti et al. 1999; Pellerin und Magistretti 1994). Die rechte Seite stellt
die Versorgung der Neurone mit Dicarbonsdureintermediaten aus dem Citratzyklus durch
Astrozyten dar. Diese Versorgung ist notwendig, um den konstanten Abfluss von o-
Ketoglutarat, das fiir die Glutamatsynthese der Neurone notwendig ist, auszugleichen
(Schousboe et al. 1997; Hassel et al. 2002). Der untere Teil der Abbildung stellt die BBB
(Endothelium mit tight junctions) und selektive Transporter fiir hydrophile Néhrstoffe wie
Glukose, L-Lysin (Lys) und L-Tryptophan (Trp) mittels spezifischer Transporter (GLUT]I,
Systeme L und y*) dar. Die Aminosiduren L-Lysin und L-Tryptophan iiberqueren die BBB
mittels spezifischer Transporter und werden anschlieBend intrazerebral bis zu Glutaryl-CoA

verstoffwechselt. Aufgrund der GCDH-Defizienz fiihrt dies zu einer Akkumulation von
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Glutaryl-CoA, GA und 3-OH-GA, da die BBB fiir Dicarbonsiduren nur geringfiigig permeabel
ist. Mittels organischer Anionentransporter wie OAT3 (Ohtsuki er al. 2002; Kikuchi et al.
2003) konnte ein schwacher Efflux von GA und 3-OH-GA erfolgen. Es wird postuliert, dass
inhibitorische (-) oder stimulatorische (+) Effekte von GA, 3-OH-GA und Glutaryl-CoA
(Glut-CoA) auf verschiedene Rezeptoren, Transporter und Enzyme mit der energetischen und
metabolischen Kopplung von Astrozyten und Neuronen interferieren. Hieraus resultiert ein
Ungleichgewicht  der  glutamatergen  Neurotransmission und des  zerebralen
Energiestoffwechsels (Kolker et al. 2004a; Sauer et al. 2006). Mogliche Angriffspunkte von
GA, 3-OH-GA und Glutaryl-CoA sind rot markiert.

Es ldsst sich ferner postulieren, dass eine zerebrale de novo-Synthese von

krankheitsspezifischen Dicarbonsduren durch einen Enzymdefekt auch bei anderen

Organoazidopathien, die durch eine Akkumulation von Dicarbonsduren und

neurodegenerative Prozesse charakterisiert sind (z.B. EMA, MMA, D-2-, L-2-

Hydroxyglutarazidurie), einen biochemischen Risikofaktor darstellt.

Folgende Hypothesen konnen formuliert werden:

(1) Da der Transport von Dicarbonsiuren iiber die BBB streng limitiert ist (Hassel et al.
2002; Sauer et al. 2006), fiihrt eine zerebrale de novo-Synthese von
krankheitsspezifischen Dicarbonsduren zu einer Akkumulation dieser Sduren im Gehirn.
Dies kann eine potentielle neurotoxische Wirkung dieser Sduren oder ihrer Derivate (z.B.
MMA, Okun et al. 2002) ermoglichen oder verstérken.

(2) Da die neuronalen, zelluldren Dicarbonsidurentransporter NaDC2 und NaDC3 (Wang et
al. 2000; Yodoya et al. 2006) eine relativ breite Substratspezifitit fiir Dicarbonsduren mit
einer Kettenlinge von C3 - C5 besitzen, fiihrt diese Akkumulation zu einer Inhibition
anaplerotischer ~ Transportprozesse von Citratzyklus  Dicarbonsédureintermediaten
zwischen Astrozyten und Neuronen. Dies macht glutamaterge Neurone besonders

vulnerabel gegeniiber primiren und sekundiren exzitotoxischen Prozessen.
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5.5 Vom biochemischen Risikofaktor zu therapeutischen
Optionen

Die oben beschriebenen Mechanismen legen nahe, dass eine zerebrale Akkumulation von GA
und 3-OH-GA einen biochemischen Risikofaktor fiir die Manifestation der neurologischen
Verdnderungen in Patienten mit GCDH-Defizienz darstellt. Hieraus kann man als Ziel fiir
therapeutische Strategien ableiten, die intrazerebrale Akkumulation dieser Metabolite zu
verringern. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass die zerebralen Konzentrationen von
GA und 3-OH-GA vor allem auf eine zerebrale de novo-Synthese zuriickzufiihren sind. Eine
didtetisch reduzierte Versorgung des Hirns mit L-Lysin und L-Tryptophan aus dem Plasma ist
eine Moglichkeit eine zerebrale de novo-Synthese dieser Dicarbonséduren zu begrenzen. Der
Effekt einer didtetische Restriktion oral zugefiihrten L-Lysins wurde kiirzlich durch eine
internationale Querschnittsstudie an 279 Patienten belegt (Kolker et al. 2006). Die Nutzung
einer Kompetition zwischen Aminoséduren um spezifische Transporter, z.B. Arginin, Ornithin
und L-Lysin um das System y*, konnte einen alternativen oder zusitzlichen Therapieansatz
darstellen. Eine erhohte orale Gabe von Arginin und Ornithin fand schon bei
Harnstoffzyklusdefekten ~ (Arginin) oder  Guanidinoacetatmethyltransferase-Defizienz
(Ornithin) Anwendung und lieBe sich auch praktisch einfach durchfiihren. Eine systematische
Anwendung im Rahmen einer GCDH-Defizienz wurde jedoch noch nicht untersucht.

An Gedh”-Miusen wurden die oben genannten drei Diditstrategien — Carnitin-, Ornithin- und-
Arginin-Applikation und reduziertes L-Lysin in der Nahrung - untersucht.

Das wichtigste Ergebnis der Didtstudien an Gedh” -Miusen war, dass durch die Applikation
von Ornithin und Arginin die zerebralen GA-Konzentrationen gesenkt werden konnten.
Uberraschenderweise folgten auf die Applikation von Arginin erhohte Serumkonzentrationen
und auf die Applikation von Arginin und Ornithin erhohte Urinkonzentrationen von GA. Der
diesem Effekt zugrunde liegende Mechanismus ist unklar. Als Ursache konnte angenommen
werden, dass durch den reduzierten Transport von L-Lysin ins Gehirn die peripheren L-Lysin-
Konzentrationen steigen, in der Niere und Leber akkumulieren und als GA ausgeschieden
werden. Alternativ konnte postuliert werden, dass Arginin und Ornithin direkt oder indirekt
iber ihre Abbauprodukte zelluldre und renale Transporter wie den OAT3 (Sweet et al. 2003)
stimulieren.

Die Applikation von Carnitin senkte die GA-Konzentrationen in der Leber und erhohte
gleichzeitig ihre Konzentration im Serum und Urin. Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass eine
Carnitin-Supplementation den Export von GA aus der Zelle ins Blut und die anschlieBende

Ausscheidung iiber den Urin fordert.
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Interessanterweise konnte Carnitin auch die zerebralen GA-Konzentrationen senken. Carnitin
kann durch den Transporter OCTN2 (Tamai et al. 1998) iiber die BBB transportiert werden.
Es ldsst sich vermuten, dass die Carnitingabe die verarmten zerebralen Carnitinspeicher der
Gedh” -Maus regeneriert und so die Exportrate dieser Dicarbonsiure aus der Zelle erhoht. Die
exportierte GA konnte aus dem Interstitium in die Zerebrospinalfliissigkeit gelangen und dort
akkumulieren. Wie in dieser Arbeit gezeigt, ist der Export tiber die BBB fiir GA limitiert. Ein
Transporter fiir Carnitinkonjugate in der BBB ist nicht bekannt. Die ependymalen und pialen
Zellen, die Interstitium und Zerebrospinalfliissigkeit trennen, bilden jedoch keine tight
junctions aus und sind so permeable fiir kleine Molekiile wie GA. Typischerweise kdnnen
auch erhohte GA-Konzentrationen in der Zerebrospinalfliissigkeit von GA 1 Patienten
gemessen werden (Hoffmann et al. 1980; Baric et al. 1999).

Eine L-Lysinrestringierte Didt konnte zwar in Leber, Gehirn, Serum und Urin die GA-
Konzentrationen leicht senken, dieser Effekt fiel allerdings relativ schwach aus. Dies ldsst
darauf schlieBen, dass die eingesetzte Didt immer noch zuviel L-Lysin enthielt. Die
Obergrenze fiir die L-Lysin-Konzentrationen in einer L-Lysinrestringierten Diit fiir GA I
Patienten liegt bei 100 mg/kg Korpergewicht und Tag, d.h. ist 3,5fach kleiner als der
Mindestbedarf der Maus an L-Lysin und die in dieser Arbeit eingesetzten Konzentrationen.
Um den Effekt einer L-Lysinrestriktion auf Gedh™ -Miuse genauer zu untersuchen, miissen
zukiinftige Studien iiberpriifen, wie weit die L-Lysin-Konzentration in der Mausdiédt noch
gesenkt werden kann.

Die 3-OH-GA-Konzentrationen blieben bei den einzelnen Didtformen weitgehend
unbeeinflusst. Dies konnte darauf hindeuten, dass die GA-Konzentrationen die
Sattigungskinetik der 3-OH-GA Synthese weit iibersteigt. Weitere Studien miissen zeigen, ob
dieser Zusammenhang besteht und ab welcher GA-Konzentration auch die 3-OH-GA-
Konzentration sinkt.

Insgesamt kann festgestellt werden, dass die Supplementation mit Carnitin, Ornithin und
Arginin ein effektiver Zusatz zu einer L-Lysinrestringierten Didt sein kann. Vor allem die
Applikation von Arginin und Ornithin scheint sinnvoll, um die zerebralen GA und vielleicht

auch 3-OH-GA-Konzentrationen zu senken.
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6 Aussichten

6.1 SSADH-Defizienz

In dieser Arbeit konnte kein Hinweis fiir ein Ungleichgewicht des Energiestoffwechsels in der

Pathogenese der SSADH-Defizienz gefunden werden. Es ist jedoch nicht auszuschlieBen,

dass akkumulierende Metabolite dieser Erkrankung in vivo einen Einfluss auf den

Energiestoffwechsel haben. Eine Moglichkeit eine in vivo Situation zu simulieren besteht

darin, den Einfluss von GABA, SSA, GHB oder 4,5-DHHA auf intakte Mitochondrien

radiometrisch zu untersuchen (Kolker er al. 2003).

Da die Rolle unserer Arbeitsgruppe in der Untersuchung moglicher bioenergetischer

Pathomechanismen lag, werden sich keine weiteren Studien zu diesem Thema anschlieBen.

Aktuelle Ergebnisse auf dem Gebiet der SSADH-Defizienz sind:

° Verdanderung der strukturellen Zusammensetzung und Funktionalitit von GABA4-
Rezeptoren in Aldh5al ”_Méusen (Wu et al. 2006).

° erhohte d-2-Hydroxyglutarsidure-Konzentrationen in Patienten mit SSADH-Defizienz
(Struys et al. 2006). Es wird postuliert, dass eine Transhydrogenase die Bildung von
d-2-Hydroxyglutarsidure aus o-Ketoglutarat katalysiert. An diese Reaktion koppelt die
Transhydrogenase die Oxidation von GHB zu SSA. Aufgrund der beschridnkten
Patientenzahl mit erhohten d-2-Hydroxyglutarsdure-Konzentrationen scheint die
Implikation dieses Stoffwechselweges fiir die SSADH-Defizienz nicht eindeutig.

o Bildung von Guanidinoverbindungen (z.B. Guanidinobutyrat) aus GHB durch die

Arginin-Glycin-Amidinotransferase in Ssadh-defizienten Miusen (Jansen et al. 2006).

6.2 GCDH-Defizienz

Aus dieser Arbeit lassen sich folgende Aussagen zur GCDH-Defizienz ableiten:

Bioenergetik: Glutaryl-CoA hemmt den KGDHc.

Biochemie: Zerebrale de novo-Synthese und anschlieendes Trapping von GA und
3-OH-GA durch eine streng limitierte Permeabilitit der BBB fiihrt zu
einer Akkumulation dieser Dicarbonséduren im Gehirn.

Diitstrategien: L-Lysinrestringierte Didt verbunden mit einer Ornithin- oder Arginin-

Supplementation kann die zerebralen GA-Konzentrationen senken.

Um die Relevanz der Hemmung des KGDHc genauer in den Pathomechanismus der GCDH-

Defizienz einzuordnen, muss die intrazellulire und intramitochondriale Glutaryl-CoA-
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Konzentration bestimmt werden. Eine Methode von Kasuya und Kollegen (2004) konnte eine
Moglichkeit sein, die Konzentrationen von Glutaryl-CoA zu untersuchen. Diese
Arbeitsgruppe konnte mittels einer kombinierten Methode aus Fliissigkeitschromatographie

und MS-MS die Konzentration mittelkettige CoA-Ester in Mausgeweben bestimmen.

Ein weiterer wichtiger Punkt wird sein, den intrazerebralen Transport von GA und 3-OH-GA
zu charakterisieren. Es muss untersucht werden, inwieweit akkumulierende GA und 3-OH-
GA mit der Versorgung des Neurons durch Dicarbonsdureintermediate aus Astrozyten
interferieren. Zwar konnte eine Inhibition der astrozytiren und neuronalen Aufnahme von
Succinat mittels NaDC3 durch GA gezeigt werden (Yodoya et al. 2006), dieser Ansatz
spiegelt jedoch die pathophysiologischen Bedingungen der GCDH-Defizienz (intrazelluldre
Akkumulation von GA und 3-OH-GA) nur begrenzt wider. Es konnte interessant sein, die
astrozytdre und neuronale Aufnahme von Dicarbonséduren in primédren Kulturen aus Gedh™ -
Maiusen zu untersuchen. Ferner wire ein Experiment denkbar, in dem man Astrozyten und
striatale Neurone aus Gedh”-Miusen kokultiviert, diese jedoch in Analogie zu den BBB
Experimenten durch einen Filter trennt. An einem solchen experimentellen Design konnte
man den Transport von Dicarbonsduren zwischen Neuronen und Astrozyten wihrend oder
nach einer Glutamat Stimulation durch Bestimmung der intrazelluldren Konzentration
radioaktiv markierter oder deuterierter Dicarbonséduren beschreiben.

Neben dem Transport von GA und 3-OH-GA iiber die BBB sollte auch der Transport dieser
Dicarbonséuren iiber den Plexus choroideus untersucht werden. Da dieser die Schnittstelle
zwischen Zerebrospinalfliissigkeit und dem Blut bildet, konnte ein Austausch von GA oder 3-
OH-GA iiber den Plexus choroideus einen Einfluss auf ihre zerebralen Konzentrationen
haben. Diese Experimente lassen sich in Analogie zu den hier beschriebenen BBB
Experimenten mit Plexus choroideus-Epithelzellen aus Schweinehirn gestalten (Angelow et
al. 2004).

Es wird auch interessant sein zu untersuchen, ob akkumulierende GA und 3-OH-GA mit dem
intrazelluldren Austausch von Dicarbonsdureintermediaten zwischen Cytosol und
Mitochondrium iiber mitochondriale Transporter wie den 2-Oxoglutarat Transporter
(Palmisano et al. 1998) und den Dicarbonsdurentransporter (Fiermonte et al. 1999)
interferieren.

Im Zusammenhang mit den Transportstudien muss auch eine Verbindung zwischen GA, 3-
OH-GA und dem Glutathiontransport beachtet werden. Fiir den Transport von Glutathion in
renale Zellen konnten Studien eine Beteiligung des NaDC?2 (Chen et al. 1999) und des OAT3
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(Lash und Putt 1999) zeigen. Eine Rolle des 2-Oxoglutarat Transporters und des
Dicarbonsdurentransporters im Transport von Glutathion in das Mitochondrium wurde von

Chen und Lash (1998) beschrieben.

Ein neuer Aspekt der GCDH-Defizienz Forschung ergibt sich durch eine aktuelle Arbeit von
Zinnanti und Kollegen (2006). Diese Arbeitsgruppe konnte durch exzessive Protein oder L-
Lysin Belastung von Gedh”-Miusen einen Phénotyp erzeugen, der dem klinischen und
neuroradiologischen Bild humaner GA 1 Patienten teilweise dhnelt. Sie konnten unter
anderem auch eine altersabhingige striatale Nekrose bei Tieren unter einer solchen Diit
aufzeigen. Die Applikation der exzessiven Protein- oder L-Lysin-Konzentrationen war in
einem GrofBteil der Méuse letal.

Die Ergebnisse dieser Studie weisen aber auch einige elementare Unterschiede zu dem
heutigen Konzept der GCDH-Defizienz auf:

Ein Zusammenhang zwischen einer erhohten Proteinaufnahme und dem Beginn einer
enzephalopathischen Krise ist bei GA I Patienten noch nicht beschrieben worden (Kolker et
al. 2006).

Zinnanti und Kollegen (2006) konnten nach einer Protein oder L-Lysin Belastung keine
erhohten 3-OH-GA-Konzentrationen messen. Dieser Metabolit ist jedoch wie Koeller et al.
(2002) und die vorliegende Arbeit zeigen konnten, in der Gedh”-Maus unter einer normalen
Diit signifikant erhoht. AuBerdem ist 3-OH-GA ein charakteristischer Marker humaner GA 1
Patienten und potentiell am Pathomechanismus der Erkrankung als Neurotoxin beteiligt
(Kolker et al. 2004a).

Nach einer Protein oder L-Lysin Belastung lagen die gemessenen Serumkonzentrationen von
GA (2,5 mM) 10-1000fach hoher als bei humanen Patienten oder der ,,normalen* Gedh” -
Maus (Baric ef al. 1999; Koeller et al. 2002; Sauer et al. 2006).

Zinnanti und Kollegen postulieren einen Zusammenbruch der BBB als wichtiges Ereignis in
der Pathogenese der GCDH-Defizienz und belegen diese Hypothese mit subarachnoiden
Blutungen in Gedh-defizienten Médusen nach einer Protein oder L-Lysin Belastung. In Gedh™ -
Miusen unter einer normalen Diét, in hepatozytdiren Gedh”-Miusen und bei den BBB
Experimenten konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch kein Hinweis auf einen solchen
Mechanismus gefunden werden. Ferner fallen GA I Patienten durch subdurale Himatome auf.
Der wohl wichtigste Unterschied sind erhohte Serumkonzentrationen von verzweigtkettigen
Aminosduren - vor allem Leucin - nach einer Protein oder L-Lysin Belastung der Gcdh-

defizienten Miuse. Diese Metabolite sind typischerweise bei einer MSUD aber nicht bei einer
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GCDH-Defizienz erhoht. Eine unbehandelte MSUD fiihrt zu einer progredienten
Enzephalopathie, Hirnddemen und dem Tod (Morton et al. 2002). Schon relativ milde
Anstiege der Leucin-Konzentration sind toxisch (Korein et al. 1994).

Der Anstieg verzweigtkettiger Aminosiduren ldsst sich - wie in der vorliegenden Arbeit
gezeigt werden konnte - durch eine Hemmung des BCKDHc durch Glutaryl-CoA infolge der
exzessiven L-Lysin-Belastung der Zelle erkldren. Die Bedeutung dieses Effektes fiir die
GCDH-Defizienz scheint zum einen durch normale verzweigtkettige Aminosidurekonzentra-
tionen in GA I Patienten und zum anderen durch die in dieser Arbeit beschriebenen
Eigenschaften des BCKDHc fraglich.

Insgesamt scheint es viel versprechend das Modell einer Protein oder L-Lysin Belastung von
Gcedh™”-Miusen niher zu untersuchen und zu spezifizieren (z.B. Abhingigkeit der Effekte von
der L-Lysin-Konzentration).

Die Studie von Zinnanti und Kollegen (2006) verdeutlicht aber auch die Rolle der Vorldufer
Aminosdure L-Lysin fiir die Pathophysiologie der GCDH-Defizienz und unterstreicht so die
Relevanz diidtetischer MaBnahmen mit dem Ziel die zerebralen Konzentrationen dieser
Aminosdure zu senken. Daher miissen die priliminaren Daten der Diitstudien der
vorliegenden Arbeit an Gedh” -Miusen durch weitere Experimente unterstiitzt werden. Zum
einen sollten die verschiedenen diitetischen Strategien iiber einen lidngeren Zeitraum
untersucht werden, zum anderen miissen die eingesetzten Konzentrationen optimiert werden,

vor allem fiir die L-Lysinrestringierte Diét.
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8 Anhang

8.1 Abkiirzungsverzeichnis

AMPA
AD
ADP
ATP
BBB
BCEC
BCKDHc
CoA
CS
ds-GA
ds-3-OH-GA
DBH
DBQ
DCPIP
4,5-DHHA
DMSO
DQA
DTNB
EDTA
EGTA
FAD
FADH,
g

GA
GABA
GA1
GC/MS
GCDH
GFAP
GHB
HD
IDH
Kb
KGDHc
Kwum

KPi
KRB
MDH
MSUD
mt
NAD
NADH
NADP
NMDA
nNOS
3-NPA

a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsédure
Morbus Alzheimer

Adenosin 5'-Diphosphat

Adenosin 5'-Triphosphat

Bluthirnschranke

kultivierte kapilldre Endothelzellen aus Schweinehirn
verzweigtkettige-Ketosdure-Dehydrogenase-Komplex
Coenzym A

Citrat-Synthase

[2,2,4,4-"H4]-GA

[2,2,3,4,4-°Hs]-3-OH-GA

Decylubihydrochinon
3-Dimethoxy-5-Methyl-6-Decyl-1,4-Benzochinon
Dichlorophenolindophenol
4,5-Dihydroxyhexansdure

Dimethylsulfoxid

2-n-Decylquinazolin-4-yl-Amin 2
5',5"-Dithiobis-(2-Nitrobenzoat)

Ethylendiamin-N, N, N, N -Tetraessigsidure
Ethylenglycol-bis(2-Aminoethylether)-N,N,N',N'-Tetraessigsdure
Flavinadenindinukleotid, oxidiert
Flavinadenindinukleotid, reduziert
Erdbeschleunigung

Glutarsdure

Y-Aminobuttersdure

Glutarazidurie I

Gaschromatographie/ Massenspektrometrie
Glutaryl-CoA-Dehydrogenase

glial fibrillary acidic protein

v-Hydroxybuttersdure

Morbus Huntington

Isocitrat-Dehydrogenase

Kilobasenpaar
o-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex
Michaelis-Menten Konstante

K,HPO4

Krebs-Ringer Puffern

Malat-Dehydrogenase

Marple sirup urine disease - Ahornsirupkrankheit
mitochondrial

B-Nicotinamid Adenin Dinucleotid, oxidiert
B-Nicotinamid Adenin Dinucleotid, reduziert
Nikotinamidadenindinukleotidphosphat, oxidiert
N-Methyl-D-Aspartat

neuronale NO-Synthase

3-Nitropropionsdure
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NTBC
OAT3
3-OH-GA

PAH
PBS
PD
PDHc
ROS
SMPs
SSA
TBE
TE
Tris
TTFA
U/mg
upm
Vmax

2-(2-Nitro-4-Trifluoromethylbenzoyl)-1,3-Cyclohexanedion
organische Anionen Transporter 3
3-Hydroxyglutarsidure

Wahrscheinlichkeit, dass die Nullhypothese richtig ist
Permeabilitédtskoeffizient

p-Aminohippursiure

Phosphate-buffered saline

Morbus Parkinson

Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex

reaktive Sauerstoffspezies

submitochondriale Partikel

Succinatsemialdehyd

Tris-Borat-EDTA

Tris-EDTA

Trishydroxymethyaminomethan
Thenoyltrifluoroaceton

Units pro mg [umol min"' mg™'], spezifische Aktivitit
Umdrehungen pro Minute

Maximalgeschwindigkeit
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8.4 Statistische Verfahren zur Aldh5a1”"-Maus

8.4.1 Test auf Normalverteilung nach Kolmogorov-Smirnov

Testvariable Genotyp Statistik ~ Signifikanz | Testvariable Genotyp Statistik  Signifikanz
a "
el I IR I
Komplex I 4 s ’ ’ Komplex I dhsa , 0, 0,200
AldhSal 0,231 0,200 AldhSal*™ 0,216 0,200
Cerebellum  Aldh3al” | 0,155 0,200 Leber  Aldhsal” 0.204 0,200
+/- /-
Komplex 11 Aldhdal” 0,283 0,095 Komplex 11 Aldh3al” 0,292 0,072
AldhSal*™ 0,237 0,200 AldhSal*™ 0,237 0,200
Cerebellum Aldh3al” 0,217 0,200 Leber AldhSal” 0,160 0,200
+/- /-
Komplex 11 Aldhdal ) 0,249 0,200 Komplex 11 Aldh3al ; 0,298 0,060
AldhSal*™ 0,217 0,200 AldhSal*™ 0,192 0,200
Corebellum  Aldh5al” 0,225 0,200 Leber | Aldhsal” 0,210 0,200
+/- +/-
Komplex v Aldhsal ” 0,188 0,200 Komplex Iv  Aldh3al” 0,165 0,200
AldhSal 0,197 0,200 AldhSal*™ 0,127 0,200
Corebellum  Aldh3al” 0,135 0,200 Leber  Aldhsal” 0,189 0,200
+/- /-
Komplex v Aldhdal . 0,250 0,200 Komplex v Aldh3al ' 0,168 0,200
AldhSal 0,267 0,141 AldhSal*™ 0,222 0,200
Cortex Aldhsal” 0,226 0,200 Skelettmuskel AldhSal” 0,188 0,200
+/- +/-
Komplex 1 Atdhsal”™ ) 0,136 0,200 Komplex1  Aldhsal” 0314 0,035
AldhSal 0,294 0,068 AldhSal*"” 0,199 0,200
Cortex Aldhsal” 0,270 0,087 Skelettmuskel Aldhsal” 0,206 0,200
+/- /-
Komplex IT Aldh5a1+/ 0,154 0,200 Komplex 11 AldhSal ' 0,226 0,200
AldhSal*™ 0,187 0,200 AldhSal*™ 0,263 0,153
Cortex Aldhsal” 0,238 0,200 Skelettmuskel AldhSal” 0,363 0,003
+/- +/-
Komplex 1 Aldhdal ) 0,193 0,200 Komplex I Aldhdal ' 0,311 0,039
AldhSal*™ 0,247 0,200 AldhSal*™ 0,199 0,200
Cortex Aldhsal” 0,204 0,200 Skelettmuskel AldhSal” 0,198 0,200
+/- /-
Komplex IV Aldh5al+/+ 0,208 0,200 Komplex Iv  Aldh3al ' 0,229 0,200
AldhSal 0,275 0,117 AldhSal*™ 0,226 0,200
Cortex Aldhsal” 0,181 0,200 Skelettmuskel Aldhsal” 0,282 0,060
+/- /-
Komplex v Aldhsal™” 0,214 0,200 Komplex v AldhSal” 0,227 0,200
AldhSal*™ 0,308 0,044 AldhSal*™ 0,241 0,200
Hippocampus Aldh9al” 0,225 0,200 Niere | Aldhsal” 0,319 0,016
+/- /-
Komplex I Aldh5al+/+ 0,214 0,200 Komplex 1~ Aldhal ' 0,217 0,200
AldhSal 0,255 0,189 AldhSal*™ 0,205 0,200
. AldhSal™ 0,161 0,200 . AldhSal™ 0,166 0,200
Hippocampus -, 500+ | 0,183 0,200 Niere - dhsal” | 0275 0,117
Komplex IT a y ’ ’ Komplex IT a y ’ ’
AldhSal*™ 0,174 0,200 AldhSal*™ 0,122 0,200
Hippocampus Aldh9al” 0,169 0,200 Niere | Aldhsal” 0,195 0,200
+/- /-
Komplex 111 Aldhsal” | 0213 0200 | gomotexn Aldhal” 0,274 0,120
AldhSal 0,196 0,200 AldhSal*™ 0,171 0,200
Hippocampus A/4h%a1” 0,167 0,200 Niee | Aldhsal” 0,159 0,200
+/- /-
Komplex IV Aldh5al+/+ 0,251 0,200 Komplex Iy Aldh3al ; 0,239 0,200
AldhSal 0,179 0,200 AldhSal*™ 0,180 0,200
Hippocampus Aldh5a]/’ 0,170 0,200 Niere Aldh5a]/’ 0.254 0.138
+/- +/-
Komplex v Aldhdal " 0,185 0,200 Komplex v Aldh3al” 0,266 0,144
AldhSal 0,228 0,200 AldhSal*™ 0,190 0,200
. AldhSal™ 0,230 0,200 AldhSal™ 0,245 0,126
Himstamm ), s+ 0,314 0,036 | Hippocampus Aldhsal™ 0257 0.179
Komplex I a ’ > pp p a , ,
AldhSal*™ 0,261 0,163 AldhSal*™ 0,239 0,200
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Hirnstamm Aldh5al™” 0,166 0,200 Aldh5al™” 0,214 0,200

Komplex II Aldh5al*” 0,284 0,091 Cortex Aldh5al™” 0,165 0,200
omplex +/+ +/+

Aldh5al 0,244 0,200 Aldh5al 0,261 0,164

Hirnstamm Aldh5al™” 0,200 0,200 Aldh5al™” 0,175 0,200

Komplex III Aldh5al*” 0,288 0,082 Cerebellum  Aldh5al™” 0,298 0,059
omplex /e /et

Aldh5al 0,205 0,200 Aldh5al 0,191 0,200

Hirnstamm Aldh5al™” 0,220 0,200 Aldh5al™ 0,195 0,200

Komplex TV Aldh5al*” 0,172 0,200 Hirnstamm  Aldh5al*” 0,222 0,200
omplex AldhS +/+ +/+

al 0,211 0,200 Aldh5al 0,220 0,200

Hirnstamm Aldh5al™” 0,125 0,200 Aldh5al™” 0,158 0,200

Komplex V Aldh5al*” 0,131 0,200 Leber Aldh5al*” 0,134 0,200
omplex /e /et

Aldh5al 0,227 0,200 Aldh5al 0,222 0,200

0,200 ist das untere Ende der echten Signifikanz.

8.4.2 Test auf Homogenitit der Varianz nach Levene

Testvariable Ig;g;i; Signifikanz
%;E?;gi‘? 1,425 0,265
Eiﬂi‘;?glﬁ 0,846 0,445
Iggfs;’f;l“;nn 2,539 0,105
Ig;f;’f;i“ﬁ; 1,242 0311
Ef)ﬁ?éf‘s 0,141 0,870
Kg;gfe’; . 1,819 0,189
R
Koil(;rltee;( 1 0,918 0,416
Kogl(l))rlt:;IV 1,479 0,253
KO%’SZi v 0,463 0,637
Hgg;ﬁ:;(pﬁs 0,291 0,750
Hg;‘}’;f:}}‘;s 1,099 0,354
Ifgi’;’;ﬁffl’ﬁs 0,783 0471
I;EE;;ZT%S 1,841 0,186
Hé%‘:;’;fézp\‘}s 0,579 0,570
ggnmslg‘i‘::? 1,088 0,357
ggiiff‘e‘)‘:rﬁ 2,420 0,116
gﬁ;ﬁgﬁ, 0,784 0471
géﬁ;tg@ 1,321 0,290

VII



Anhang

Kol;lfl:lljle;x I 0,521 0,399
KoIIfII)DIZ; 11 1355 0282
KOII;;?:; 111 1037 0.7
Leber Komplex IV 1,220 0,317
Kolﬁfﬁii \ . 0752
KOI:E;ZX I 0014 0%
Koﬁlglfx 1 0.157 0,836
KOIII\IIII)?ZT( 111 0289 072
Konl\lf;ii v 1,004 0,385
Koglil)ireex \4 e 0,329
“Chhion | 0488 best
Glcljli);ttﬁixon 0,151 0861
Gluatnion | 0020 0950
Glatathion 1,450 0238
Glllitealileliron 0,186 0832
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8.4.3 Kruskal-Wallis H-Test und Mann-Whitney U-Test

Krusk.al- Mann- . Mann- Sionifi Mann- Sionifi

Matrix ~ Testvariable | " A Whitney Signifi- Whitney ™" Whitney ™"
H-Test kanz kanz kanz

L e Ul Ul Ul
Signifikanz

Komplex I 0,123 22 1,000 14 0,142 14 0,209
Komplex IT 0,081 22 1,000 14 0,142 10 0,073
Cerebellum  Komplex 11T 0,049 20 0,757 24 0,940 3 0,004
Komplex IV 0,747 23 1,000 31 1,000 22 0,805
Komplex V 0,474 28 1,000 22 0,702 16 0,318
Komplex I 0,192 20 0,757 22 0,702 12 0,128
Komplex IT 0,628 21 0,897 31 1,000 21 0,710
Cortex Komplex IIT 0,366 23 1,000 19 0,420 20 0,620
Komplex IV 0,363 25 1,000 23 0,816 14 0,209
Komplex V 0,945 28 1,000 30 1,000 24 1,000
Komplex I 0,261 19 0,631 26 1,000 13 0,165
Komplex IT 0,053 14 0,213 11 0,062 21 0,710
Hippocampus Komplex III 0,102 17 0,425 24 0,940 9 0,053
Komplex IV 0,400 19 0,631 27 1,000 18 0,456
Komplex V 0,606 28 1,000 21 0,598 22 0,805
Komplex I 0,483 17 0,696 22 1,000 23 0,902
Komplex IT 0,426 20 1,000 27 1,000 14 0,209
Hirnstamm  Komplex III 0,855 23 1,000 25 1,000 24 1,000
Komplex IV 0,459 18 0,843 25 1,000 17 0,383
Komplex V 0,214 14 0,362 25 1,000 14 0,209
Komplex I 0,524 23 1,000 22 0,702 24 1,000
Komplex IT 0,132 17 0,425 26 1,000 10 0,073
Leber Komplex IIT 0,681 29 1,000 27 1,000 17 0,383
Komplex IV 0,333 25 1,000 17 0,284 20 0,620
Komplex V 0,543 25 1,000 21 0,598 23 0,902
Komplex I 0,126 22 1,000 17 0,284 11 0,097
Komplex IT 0,409 24 1,000 29 1,000 13 0,165
Skelettmuskel Komplex IIT 0,073 16 0,342 18 0,348 10 0,073
Komplex IV 0,280 22 1,000 18 0,348 18 0,456
Komplex V 0,484 31 1,000 21 0,598 17 0,383
Komplex I 0,189 14 0,213 25 1,000 17 0,383
Komplex IT 0,418 22 1,000 21 0,598 20 0,620
Niere Komplex IIT 0,310 18 0,521 21 0,598 23 0,902
Komplex IV 0,979 31 1,000 30 1,000 23 0,902
Komplex V 0,371 25 1,000 18 0,348 20 0,620
Hippocampus 0,019 9 0,049 12 0,084 14 0,209
Cortex 0,047 9 0,049 16 0,228 20 0,620
Cerebellum  Glutathion 0,169 15 0,456 26 1,000 11 0,097
Hirnstamm 0,602 23 1,224 30 1,000 18 0,456
Leber 0,852 26 1,819 30 1,000 22 0,805

U 1 = Aldh5al™” vs. Aldh5al™”*
U Il = Aldh5al” vs. AldhSal™"
U Ul = Aldh5al™ vs. Aldh5al™*
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L] L] -/-
8.5 Statistische Verfahren zur Gedh ' -Maus
8.5.1  Test auf Normalverteilung nach Kolmogorov-Smirnov
. . Signifi- Organ . Signifi-
Testvariable Genotyp Statistik Kanz Testvariable Genotyp | Statistik Kanz
S Gedh™ 0,156 0,200 Gehi Gedh™ 0,213 0,200
erum Gedh™ 0,281 0,200 eirn Gedh™ 0113 0,200
GA e Komplex I ,
Gedh 0,197 0,200 Gedh™* 0,167 0,200
Gedh™” 0,110 0,200 Leb Gedh™” 0,148 0,200
Leber GA  Gedh 0,336 0,000 eoer Gedh™ 0228 0,064
e Komplex II e ’
Gedh 0,219 0,066 Gedh 0,273 0,006
Gedh™ 0,175 0,200 Gedh™ 0,142 0,200
Skelettmuskel Gedh™ 0252 0,023 Skelettmuskel Gedh™ 0.196 0.183
GA " Komplex II ,
Gedh 0,335 0,001 Gedh™"* 0,085 0,200
Gehirn Gedh™ 0,177 0,200 Herzmmskel Gedh™ 0,216 0,200
Gedh™ 0,255 0,021 Gedh™ 0,215 0,200
GA /e Komplex II s > >
Gedh 0,445 0,000 Gedh 0,178 0,200
Gedh™” 0,198 0,200 Gehir Gedh™” 0,264 0,150
Herzmuskel GA  Gedh™” 0,455 0,000 1 Gedh™” 0,101 0,200
" Komplex II "
Gedh 0,392 0,004 Gedh 0,137 0,200
Urin Gedh™” 0,531 0,000 Leber Gedh™ 0,187 0,200
Gedh™ 0,432 0,003 Gedh™ 0,196 0,186
GA e Komplex III s ’ ’
Gedh 0,260 0,050 Gedh 0,236 0,033
Gedh™” 0,206 0,169 Gedh™” 0,134 0,200
Serum " Skelettmuskel " ’ ’
3-OL.GA chh+/+ 0,250 a Komplex 111 Gedh / 0,261 0,016
Gedh 0,288 0,081 Gedh*”* 0,098 0,200
Leber Gedh™ 0,295 0,003 Herzmmskel Gedh™ 0,229 0,200
+/- +/-
3-OH.GA chh+/+ 0,480 0,000 Komplex I1I Gedh ' 0,294 0,040
Gedh 0,467 0,000 Gedh™* 0,226 0,200
Gedh™” 0,188 0,197 . Gedh™” 0,186 0,200
Skelettmuskel " Gehirn " ’ ’
3 OH.GA chh+/+ 0,382 0,000 Komplex III Gedh / 0,132 0,200
Gedh 0,335 0,001 Gedh™"™* 0,185 0,200
Gehirn Gedh™” 0,245 0,172 Leber Gedh™” 0,114 0,200
+/- +/-
3-OH-GA chh+/+ 0,456 0,000 Komplex IV Gedh ' 0,178 0,200
Gedh 0,528 0,000 Gedh™* 0,136 0,200
Gedh™” 0,297 0,062 Gedh™” 0,199 0,200
Herzmuskel " Skelettmuskel " ’ ’
3 OL.GA chh+/+ 0,443 0,000 Komplex IV Gedh / 0,203 0,147
Gedh a a Gedh™* 0,167 0,200
Urin Gedh™ 0,278 0,007 Herzmmskel Gedh™” 0,268 0,095
+/- +-
3-OH-GA chh+/+ 0,438 0,000 Komplex IV Gedh / 0,183 0,200
Gedh 0,367 0,007. Gedh™"* 0,162 0,200
Gedh™ 0,300 0,200 . Gedh™” 0,259 0,170
Trockenblut Gehirn ’ ’
.. Gedh'” 0,215 0,200 Gedh™” 0,202 0,149
Glutarylcarnitin ’ ’ Komplex IV > i
Y Gedh™ 0,222 0,200 plex Gedi™ | 0135 0200
Serum Gedh™” 0,397 0,004 Leber Gedh™” 0,179 0,200
+/- +/-
Glutarylcarnitin Gedh ' 0,473 0,001 Komplex V Gedh ' 0,187 0,200
Gedh™* 0,212 0,200 Gedh™* 0,194 0,163
Gedh™” 0,207 0,200 Gedh™” 0,151 0,200
Leber " Skelettmuskel " ’ ’
Glutarylcarnitin Gedh e 0311 0,007 Komplex V Gedh y 0,128 0,200
Gedh 0,167 0,200 Gedh™* 0,215 0,079
Gedh™” 0,277 0,200 Gedh™” 0,257 0,128
Skelettmuskel " Herzmuskel " ’ ’
Glutarylcarnitin Gcclh+/+ 0,141 0,200 Komplex V Gedh / 0,158 0,200
Gedh 0,196 0,200 Gedh*”* 0,226 0,200
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Gehirn Gedh™ 0,414 0,000 Gehirn Gedh™ 0,172 0,200
+/- +/-
Glutarylcarnitin chh+/+ 0,165 0,200 Komplex V chh+/+ 0,171 0,200
Gedh 0,259 0,008 Gedh 0,161 0,200
Gedh™” 0,373 ) Gedh™” 0,248 0,028
Trockenblut " Leber " ’ ’
freies Carnitin ~ C¢dh o 0,194 0,200 Scad Gth+/+ 0,165 0,200
Gedh 0,185 0,200 Gedh 0,141 0,200
Leber Gedh™” 0,526 0,000 Leber Gedh™ 0,161 0,200
+/- +/-
freies Carnitin Gedh s 0,164 0,200 Mcad Gth+ /e 0,198 0,060
Gedh 0,174 0,200 Gedh 0,192 0,116
Gedh™” 0,283 0,145 Gedh™” 0,192 0,200
Skelettmuskel " Leber " ’ ’
freies Carnitin ~ C¢dh o 0,206 0,200 Vlcad Gth+/+ 0,200 0,055
Gedh 0,181 0,200 Gedh 0,122 0,200
Gehirn Gedh™ 0,214 0,200 Leber Gedh™ 0,331 0,000
+/- +/-
freies Carnitin Gedh s 0,533 0,000 Gcedh Gedh e 0,169 0,184
Gedh 0,221 0,036 Gedh 0,139 0,200
Gedh™” 0,226 0,122 . Gedh™” a a
Leber o Gehirn -
Komplex I chh+/+ 0,171 0,200 Gedh chh+/+ a a
Gedh 0,176 0,200 Gedh 0,256 0,182
Gedh™ 0,186 0,200 Gedh™ 0,291 0,122
Sl;gle“m“kel Gedh™ 0,268 0,011 Leber Gedh™ 0326 0,089
omplex I s Glutathion e
Gedh 0,152 0,200 Gedh 0,223 0,200
Herzmuskel 04 0,193 0,200 Gehirn Gedh™” 0,136 0,200
+/- +/-
Komplex I Gedh / 0,252 0,170 Glutathion Gedh / 0,222 0,200
Gedh™* 0,342 0,033 Gedh™* 0,191 0,200

a = Werte konstant null, daher ist ein Test auf Normalverteilung nach Kolmogorov-Smirnov nicht méglich.

8.5.2 Test auf Homogenitit der Varianz nach Levene

Testvariable Ig;:;f;ﬁ; Signifikanz
Seé/‘im 7,687 0,003
beber 31,299 0,000

Skelegr;luskel 3318 0,048
e 19,274 0,000

Herz(r}n:skel 9.935 0,001

3%‘?13“‘3 A 10,845 0,001

3_5‘31’% A 8,426 0,001

Steleumuskel 2,153 0,131

3%"}11“2 \ 22,717 0,000

Herzmuskel 5,209 0,040

Gutryteamiin | 4213 0.000
Glut:ri/rllig;nitin 4,536 0,030
Glutal;s?cearrnitin 24,201 0,000
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Glutgiitllclgznitin %128 0001
freieI;%);:rrnitin 7,553 0,002
Koﬁ?fcerx I 1os1 0330
Kgﬁgﬁi I 0103 0502
Kolr;f;l:; I 071 070
Kocr}s}})lllerzg I 0,284 0,754
Ko;;llj:; 11 e 0,130
Ko?n(;)}ig; 11 0509 0.600
Kor];;tl):; v 0.486 0.019
Koglil{f; v 0219 0.804
Koi;i:; \ 0123 .
KoanﬁféQ \Y% 1,027 0,370
Lobe
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Gehirn @
Gcedh :
Leber

Glutathion 0,617 0,553
Gehirn

Glutathion 2,252 0,134

0,200 ist das untere Ende der echten Signifikanz.
a Gedh-Aktivitit fiir Gedh” und Gedh™”-Meiuse ist null, daher ist kein Levene Test moglich.

8.5.3 Kruskal-Wallis H-Test und Mann-Whitney U-Test

Kruskal-—1 -y p - . ... | Mann- . ... | Mann- D

Matrix Testvariable Wallis- Whitney Signifi- Whitney Signifi- Whitney Signifi-
H Test kanz kanz kanz

o Ul vl U I
Signifikanz

Komplex I 0,171 45 0,254 51 0,504 72 0,375
Komplex IT 0,031 32 0,039 45 0,268 62 0,169
Leber Komplex III 0,875 69 1,000 70 1,000 82 0,685
Komplex IV 0,153 52 0,550 66 1,000 53 0,068
Komplex V 0,041 31 0,032 54 0,662 61 0,155
Komplex I 0,897 44 1,000 40 1,000 88 0,905
Komplex IT 0,411 33 0,764 31 0,550 83 0,720
Gehirn Komplex III 0,576 40 1,000 31 0,550 86 0,830
Komplex IV 0,494 47 1,000 33 0,701 70 0,325
Komplex V 0,460 33 0,764 33 0,701 85 0,793
Komplex I 0,199 53 0,354 50 0,273 90 0,981
Komplex IT 0,195 67 1,000 44 0,136 73 0,402
Skelettmuskel Komplex IIT 0,885 75 1,000 71 1,000 89 0,943
Komplex IV 0,767 82 1,000 65 1,000 80 0,616
Komplex V 0,430 71 1,000 55 0,451 76 0,488
Komplex I 0,625 18 1,000 24 0,884 22 0,852
Komplex IT 0,707 22 1,000 25 1,000 19 0,573
Herzmuskel Komplex III 0,383 19 1,000 22 0,656 15 0,282
Komplex IV 0,489 20 1,000 21 0,557 19 0,573
Komplex V 0,645 23 1,000 22 0,656 21 0,755
Scad 0,001 22 0,000 51 0,015 124 0,506
Leber Mcad 0,176 58 0,134 87 0,483 136 0,798
Vlcad 0,036 43 0,020 71 0,136 138 0,851
Leber Gedh 0,000 0 0,000 1 0,000 52 0,001
Gehirn 0,000 0 0,000 0 0,000 2 0,002
Leber Glutathion 0,006 0 0,008 1 0,032 10 0,268
Gehirn 0,007 0 0,002 2 0,035 26,5 0,713
Serum GA 0,000 0 0,000 0 0,001 16 0,876
3-OH-GA 0,000 0 0,000 0 0,002 5,5 0,109
Leber GA 0,000 0 0,000 0 0,000 109,5 0,536
3-OH-GA 0,000 0 0,000 0 0,000 116,5 0,722
Gehirn GA 0,000 0 0,000 0 0,000 42 0,093
3-OH-GA 0,000 0 0,000 1 0,000 56 0,392
Skelettmuskel GA 0,000 13 0,000 30 0,005 49 0,207
3-OH-GA 0,000 13 0,000 16 0,000 69 0,910
Herzmuskel GA 0,001 0 0,003 0 0,001 22 0,852
3-OH-GA 0,000 0 0,003 0 0,001 18 0,491
Urin GA 0,009 0 0,011 0 0,023 37 0,047
3-OH-GA 0,009 0 0,011 0 0,031 23 0,042

XIII



Anhang

Trockenblut 0,021 0 0,036 0 0,014 33,5 0,573
Serum 0,003 0 0,006 0 0,013 13 0,792
Leber Glutarylcarnitin 0,003 0 0,002 0 0,001 39,5 0,436
Gehirn 0,000 0 0,000 1 0,000 104,5 0,545

Skelettmuskel 0,012 8 0,120 1 0,003 36,5 0,315

Trockenblut 0,016 4 0,400 0 0,014 20 0,083
Leber freies Carnitin 0,199 57 0,341 71 0,247 133 0,957
Gehirn 0,018 17 0,023 32 0,128 99 0,126

Skelettmuskel 0,144 12 0,168 16 0,294 47 0,853

Ul=Gedh” vs. Ged ™™
U1l = Gedh™ vs. Gedh™"
U L = Gedh™ vs. Gedh™

8.6

8.6.1 Kruskal-Wallis H-Test und Mann-Whitney U-Test

Mann-Whitney

Matrix Testvariable Ul Signifikanz
GA 0,000 0,028
Leber 3-OH-GA 0,000 0,034
Glutarylcarnitin 0,000 0,031
GA 0,000 0,028
Gehirn 3-OH-GA 0,000 0,032
Glutarylcarnitin 0,000 0,034
GA 0,000 0,015
Serum 3-OH-GA 10,500 1,000
Glutarylcarnitin 0,000 0,016

U 1 = hepatozytire Gedh™ vs. hepatozytire Ged ™™

XIv

Statistische Verfahren zur hepatozytiren Gedh” -Maus



Anhang

8.7 Statistische Verfahren zu den Diiitstudien

8.7.1 Kruskal-Wallis H-Test und Mann-Whitney U-Test

Mann-Whitney

Testvariable  Diittyp U1l Signifikanz
Arginin | 4 0,827
Arginin II 3 0,513
L-Lysin 0,4 % 4 0,827
Lé'jfr Ornithin I 3 0,513
Ornithin II 4 0,827
Carnitin I 2 0,275
Carnitin I 1 0,127
Arginin | 3 0,513
Arginin II 0 0,050
. L-Lysin 0,4 % 1 0,127
Gélfn Ornithin I 0 0,050
Ornithin II 0 0,050
Carnitin I 4 0,827
Carnitin I 0 0,050
Arginin | 0 0,180
Arginin II 0 0,050
Urin L-Lysin 0,4 % 0 0,050
GA Ornithin I 0 0,050
Ornithin II 0 0,053
Carnitin I 0 0,050
Carnitin I 2 0,275
Arginin I 1 0,248
Arginin II 0 0,053
Serum L-Lysin 0,4 % 2 0,275
GA Ornithin I 4 0,827
Ornithin II 4 0,827
Carnitin I 0 0,050
Carnitin I 0 0,050

U I = Diittyp vs. Kontrolldiit
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8.8 Tabellarische Auflistung im Ergebnisteil nur graphisch

dargestellter Messwerte der Gewebehomogenate

MessgroBe  Matrix Gedh™ Gedh*” Gedh*™*
Scad 0,37 +0,11 0,53 +0,15 0,56 +0,14
Mcad Leber 0,34 +0,12 0,47 £0,27 0,49 £ 0,21
Vicad 0,19 £ 0,07 0,26 £0,11 0,27 £ 0,08
. Leber 1,62 £ 0,28 1,90 £ 0,25 2,01 £0,18
Glutathion ]
Gehirn 0,09 +0,02 0,17 £ 0,08 0,17 £ 0,05
Leber 9,94 +3,77 0,18 £0,26 0,12+0,11
Gehirn 11,24 +£4.95 0,08 £ 0,07 0,03 £ 0,06
GA Muskel 0,63+041 0,25 +0,20 0,16 £0,13
Herz 0,12 +0,04 0,00 +£0,01 0,01 £0,01
Urin 13291,15 £ 1414,99 63,90 + 45,98 113,90 £57,98
Serum 678,00 £ 465,96 9,80 +4,27 10,93 + 6,63
Leber 0,49 +041 0,01 £0,03 0,03 £ 0,06
Gehirn 0,52 +0,26 0,03 +£0,06 0,01 £0,04
Muskel 0,23 +0,16 0,04 £ 0,06 0,04 + 0,05
3-OH-GA Herz 0,10 £ 0,05 0,00 £ 0,01 0,00 £ 0,00
Urin 423,27 +£75,26 23,87 £ 14,74 41,87 £6,74
Serum 13,33 +4,08 6,00 + 0,82 5,03 +0,99
Leber 28,96 + 14,81 4,48 + 15,71 0,57 £0,31
Gehirn 3,79 £ 4,26 0,43 +0,31 0,36 £ 0,20
Glutarylcarnitin  Muskel 0,64 £0,32 0,22 +0,12 0,28 £0,19
Serum 0,53 +0,31 0,03 +0,01 0,03 +£0,02
Trockenblut 0,34 +£0,23 0,03 +£0,02 0,04 +£0,02
Leber 106,80 + 35,18 86,84 + 36,65 88,62 +30,33
freies Carnitin Gehirn 67,79 + 50,78 130,40 £ 61,16 156,32 £ 72,22
Muskel 109,83 + 78,75 181,04 +74,50 188,22 + 65,19
Trockenblut 33,55 +9,09 61,47 + 12,55 50,30 + 10,17
MessgroBe Matrix hepatozytire Gedh™ Gedh™
Leber 0,46 0,32 0,01 £0,02
Glutarylcarnitin ~ Serum 0,31 +£0,10 0,02 +0,01
Gehirn 0,25 + 0,08 0,14 £ 0,01
MessgroBe Matrix AldhSal”- Aldh5al*" - Aldh5al™" -
Hippocampus 0,15 +0,06 0,18 +0,03 0,20 + 0,04
Cortex 0,38 £ 0,06 0,44 £ 0,07 0,47 £ 0,06
Glutathion Hirnstamm 0,17 £ 0,08 0,16 £ 0,09 0,24 £ 0,09
Cerebellum 0,22 £0,05 0,22 £ 0,06 0,26 £ 0,09
Leber 0,23 +£0,10 0,22 +0,07 0,19 £ 0,09
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