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ABSTRACT 

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a terminal, adult-onset neuromuscular disorder. Our 

group has been studying this illness and has previously reported a novel E121K mutation in 

DAO mutations in a study using next-generation sequencing of DNA samples from Indian ALS 

patients. However, variations in molecular mechanisms caused by this mutation which leads to 

ALS have not been studied. This report focuses on the computational, biophysical, and cellular 

study of ALS-associated E121K variant in the human D-amino acid oxidase (DAO) to 

understand the disease pathogenesis mechanisms. Mutations in the DAO gene, which encodes 

the D-amino acid degrading enzyme, have been associated with ALS. DAO is a peroxisomal 

enzyme containing FAD as a co-factor, and it reacts with D-amino acid donors by targeting the 

CH-NH2 group. Dysfunction of the DAO protein disrupts D-serine regulation and leads to 

motor neuron degeneration. Our computational molecular dynamic simulation study results 

indicate different conformation, activity site loop dynamics, and FAD cofactor binding affinity 

for E121K DAO. Further to understand this in detail, we conducted comparative biophysical 

characterization and enzyme activity assay studies of the wildtype- and mutant E121K-DAO.  

We observed that the purified E121K-DAO was inactive and exhibited a lower affinity for the 

FAD cofactor and benzoate inhibitor. Structural studies revealed that the E121K mutant has 

higher beta-sheet content, melting temperature, and oligomeric states than the wildtype. Kinetic 

study of aggregation of the variants using thioflavin-T confirmed that the E121K-DAO was 

more prone to aggregation. Microscopic visualization showed that the aggregation proceeds 

through an intermediate step involving forming fibrillar structures in the E121K mutant. Our 

results give insights into the pathogenic processes that lead to ALS. Further, our experiments 

in SH-SY5Y cells proved that E121K mutation causes accumulation of mutant protein 

aggregates, a change in cell morphology, and the death of neuronal cells. These protein 

aggregates get ubiquitinated and cause autophagy deregulation in mutant cells. We observed an 
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increase in the cellular concentrations of p62, OPTN, and LC3II. Through confocal microscopy, 

we showed that the binding of p62 with ubiquitinated aggregates and its recruitment to LC3II 

mediates autophagosome generation. These relative changes in the critical partners in 

autophagy increase cell death in cells harboring the E121K mutation, a probable ALS disease 

mechanism. 

  



vi 
 

सार 

एमियोट्रोफिक लेटरल स्क्लेरोमिि (ALS) एक टमििनल, वयस्कक-शुरुआत न्यूरोिस्ककुलर ववकार 

है। हिारा ििूह इि बीिारी का अध्ययन कर रहा है और पहले भारतीय एएलएि रोगियों िे 

अिली पीढी के अनुक्रिण डीएनए निूनों का उपयोि करते हुए एक अध्ययन िें कुछ अन्य 

नए और दलुिभ उत्पररवतिन के िाथ डीएओ (DAO) म्यूटेशन िें एक नए E121K उत्पररवतिन 

की िूचना दी है। हालाांफक, इि उत्पररवतिन के कारण आणववक तांत्र िें मभन्नताएां जो एएलएि 

की ओर ले जाती हैं, का अध्ययन नहीां फकया िया है। यह ररपोटि रोिजनन तांत्र को ििझने के 

मलए िानव डी-एमिनो एमिड ऑ्िीडेज (DAO) जीन िें एएलएि-मला्ं ड E121K उत्पररवतिन 

के कम््यूटेशनल, बायोफिजजकल और िेलुलर अध्ययन पर कें द्रित है। डीएओ जीन िें उत्पररवतिन, 

जो डी-एमिनो एमिड नाशक एांजाइि को बनाता है, एएलएि िे जुडा हुआ है। डीएओ एक 

पेरॉज्ििोिल एांजाइि है जजििें FAD एक िह-कारक के रूप िें होता है, और यह डी-अिीनो 

एमिड दाताओां के CH-NH-2 ििूह पर ऑ्िीजन के िाथ एक स्कवीकायि के रूप िें कायि करता 

है। डीएओ प्रोटीन की मशगथलता डी-िेरीन ननयिन को बागित करती है और िोटर न्यूरॉन अि: 

पतन की ओर ले जाती है। हिारे कम््यूटेशनल आणववक िनतशील मििुलेशन अध्ययन के 

पररणाि E121K उत्पररवती डीएओ के मलए FAD कॉफे्टर के ववमभन्न रचना, िनतववगि िाइट 

लूप िनतकी और बाध्यकारी आत्िीयता का िांकेत देते हैं। इिे और ववस्कतार िे ििझने के मलए, 

हिने वाइल्डटाइप- और उत्पररवती E121K-DAO के तुलनात्िक बायोफिजजकल लक्षण वणिन 
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और परख अध्ययन फकए। हिने देखा फक शुद्ि E121K-DAO ननजरक्रय था और FAD कॉफे्टर 

और बेंजोएट अवरोिक के मलए कि बाांिता था। िांरचनात्िक अध्ययनों िे पता चला है फक 

E121K उत्पररवती िें वाइल्डटाइप प्रकार की तुलना िें अगिक बीटा-शीट, वपघलने का तापिान 

और ओमलिोिेररक जस्कथनत हैं। थायोफ्लेववन-टी का उपयोि करने वाले वेररएांट के एकत्रीकरण के 

काइनेद्रटक अध्ययन ने पुजरट की फक E121K-DAO इकट्ठा के मलए अगिक प्रवण था। 

िाइक्रोस्ककोवपक ववजुअलाइजेशन ने द्रदखाया फक E121K म्यूटेंट िें फफब्रिलर िांरचनाओां को 

बनाने वाले एक िध्यवती चरण के िाध्यि ि ेइकट्ठा आिे बढता है। हिारे पररणाि एएलएि 

रोिजनन के मलए अग्रणी अांतननिद्रहत तांत्र िें अांतर्दिजरट प्रदान करते हैं। इिके अलावा, SH-

SY5Y कोमशकाओां िें हिारे प्रयोिों ने िाब्रबत फकया फक E121K उत्पररवतिन के पररणािस्कवरूप 

उत्पररवती प्रोटीन ििुच्चय, कोमशका आकृनत ववज्ञान िें पररवतिन और न्यूरोनल कोमशकाओां की 

ितृ्य ुहो जाती है। ये प्रोटीन ििुच्चय इकट्ठा हो जाते हैं और ऑटोिैिी ववननयिन िें अिांतुलन 

पैदा करते हैं। हिने p62, OPTN और LC3II की िेलुलर िाांिता िें वदृ्गि देखी। कन्िोकल 

िाइक्रोस्ककोपी के िाध्यि िे, हिने द्रदखाया फक िविव्यापी ििुच्चय के िाथ p62 का बांिन और 

LC3II िें इिकी भती ऑटोपािोिोि पीढी की िध्यस्कथता करती है। ऑटोिैिी िें िहत्वपूणि 

िाझेदारों िें ये िापेक्ष पररवतिन E121K म्यूटेशन, एक िांभाववत ALS रोि तांत्र को नुकिान 

पहुुँचान ेवाली कोमशकाओां िें कोमशका ितृ्यु को बढाते हैं। 
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HIGHLIGHTS 

      The main findings of the study are as follows: 

• Molecular dynamic simulation study reveals the distinct conformational state of E121K 

mutant than Wildtype DAO 

• Wildtype DAO has both open and closed active site loop dynamics while E121K DAO 

mutant is present only in the closed conformation 

• Mutant E121K DAO has lower affinity for FAD cofactor than wildtype 

• The ALS-associated E121K mutation in the human DAO protein exhibits a complete 

loss-of-function 

• The mutant protein has a reduced ability to bind to the FAD cofactor and benzoate 

inhibitor 

• The E121K variant has higher β-sheet content and oligomeric conformation compared 

to the wildtype  

•  The E121K-DAO forms prefibrillar aggregates at physiological pH, which disrupts 

cellular structure 

• The E121K mutation results in the accumulation of mutant protein aggregates and 

causes a change in SH-SY5Y neuroblastoma cell morphology 

• E121K mutation promotes cell death in SH-SY5Y cells.  

• The DAO E121K protein is associated with peroxisomal aggregates and ubiquitin 

binding.  

• The DAO E121K protein activates ubiquitin-mediated autophagy and upregulates the 

expression of p62, OPTN, and LC3II proteins, which subsequently bind with the protein 

for degradation. 
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SETX   Senataxin 

SIFT   Sorting intolerant from tolerant 

SIGMAR1  Sigma non-opioid intracellular receptor 1 

SMN  Survival motor neuron 

SOD1  superoxide dismutase 1  

SPG   Spastacin 

SQSTM1  Sequestosome1 

TAF15   Tata box binding protein factor associated 15 

TBK1  Tank binding kinase 1 

TDP43   TAR DNA binding protein 43 

TEM   Transmission electron microscopy 

ThT   Thioflavin T 

Tm    Melting temperature 

TUBA4A  Tubulin alpha 4A 

UBQLN  Ubiquilin 

UBQLN2  Ubiquilin2 

UMN            Upper motor neurons            

UPS   Ubiquitin-proteasome system 

UV   Ultraviolet 

VAPB   Vesicle-associated membrane protein B 

VCP   Valosin containing protein 

VGCC  Voltage-gated calcium channel 

WT   Wildtype 

  




