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Einleitung 1 

1. Einleitung 

 Biogenese und Funktion von Lysosomen  

Lysosomen sind eukaryotische, membranumschlossene Organellen, in denen der Abbau 

von Makromolekülen stattfindet (de Duve, 1983). Es gibt über 60 lösliche lysosomale 

Enzyme (Proteinasen, Peptidasen, Phosphatasen, Nukleasen, Glycosidasen, Sulphatasen, 

Lipasen etc.), die bei einem pH von 4,5-5 aktiv sind. Die Azidität der lysosomalen 

Kompartimente wird durch die membranständige H+-ATPase, einer ATP-abhängigen 

Protonenpumpe, aufrecht erhalten (Schröder et al, 2010). Lysosomen können durch das 

Fehlen von Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren (MPRs) und prozessiertem Cathepsin D 

von späten Endosomen unterschieden werden (Kornfeld & Melman, 1989). 

Die Biogenese von Lysosomen erfordert eine kontinuierliche Substitution löslicher, 

saurer Hydrolasen und lysosomaler Membranproteine (LMP). Terminale Mannosereste 

N-glykosidisch verbundener Oligosaccharide von neu synthetisierten, löslichen, 

lysosomalen Enzyme werden im cis-Golgi-Apparat durch die katalytische Aktivität des 

N-Acetylglucosamin (GlcNAc)-1-Phosphotransferase Komplexes mit GlcNAc-1-

Phosphat modifiziert. Im trans-Golgi-Netzwerk (TGN) werden die GlcNAc-Reste durch 

die GlcNAc-1-Phosphodiester-alpha-N-Acetylglucosaminidase entfernt und der 

Mannose 6-Phosphat (M6P)-Erkennungsmarker wird freigelegt (Braulke & Bonifacino, 

2009). So können der 300 kDa MPR (MPR300) und der 46 kDa MPR (MPR46) den M6P-

Rest binden und die löslichen, lysosomalen Enzyme zu Lysosomen transportieren (Pohl 

et al, 2009).  

Die Mehrheit der Gene, die für lysosomale Biogenese/ Funktion und Autophagie wichtig 

sind, werden auf transkriptioneller Ebene durch den Transkriptionsfaktor EB (TFEB) 

reguliert. Die TFEB-Zielgene besitzen innerhalb ihrer Promotorregion ein gemeinsames, 

regulatorisches Motiv, das coordinated lysosomal expression and regulation (CLEAR) 

Element mit der Konsensussequenz GTCACGTGAC (Sardiello et al, 2009). Neben dem 

Abbau von Makromolekülen ist das Lysosom noch an weiteren physiologischen 

Prozessen wie der Regulation der Zelloberflächenkonzentration von Rezeptoren (Huotari 

& Helenius, 2011), Reparatur der Plasmamembran, Cholesterin Homöostase (Appelqvist 
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et al, 2013), Apoptose (Bursch, 2001), Antigenpräsentation (Watts, 2012), 

Knochengewebe-Remodellierung (Zhao, 2012), Pathogenabwehr (Soldati & Neyrolles, 

2012) und Regulation des Stoffwechsels und Energiehaushalts beteiligt (Settembre et al, 

2013). 

1.1.1 Lysosomale Membranproteine 

Lysosomale Membranproteine (LMP) sind wichtig für die Stabilität und Integrität des 

Lysosoms, die intralysosomale Azidifizierung und den Transport von Metaboliten und 

Ionen. Außerdem sind sie an der Regulation von Fusionsprozessen von Lysosomen mit 

anderen Organellen beteiligt (Schwake et al, 2013). Es wird geschätzt, dass die 

Lysosomen-assoziierten Membran-Proteine (LAMP1 und LAMP2) und die Lysosomen 

integrierten Membran-Proteine (LIMP1 und LIMP2) etwa 50 % der Proteine der 

lysosomalen Membranen ausmachen. LAMP1 und LAMP2 sind Typ-1 

Transmembranproteine, die in ihren luminalen Domänen mehr als 10 verwendete N-

Glykosylierungsstellen besitzen. Die glykosylierten luminalen Domänen der LAMPs und 

LIMPs bilden zusammen mit anderen LMPs die Glykokalyx, wodurch die lysosomale 

Membran und assoziierte Proteine vor Abbau durch saure Hydrolasen geschützt werden 

(Wilke et al, 2012). LMPs sind neben den oben genannten Funktionen noch an weiteren 

Prozessen wie Chaperon-vermittelter Autophagie, lysosomaler Exozytose, 

Membranreparatur, MHC-Klasse-II Antigenpräsentation, viralen Infektionen, 

Phagozytose und Makroautophagie beteiligt (Schwake et al, 2013). So hat der 

Gykosylierungszustand von LAMP1 Einfluss auf lysosomale Exozytose und Fusion der 

lysosomalen Membran mit der Plasmamembran (Yogalingam et al, 2008). LIMP2 wurde 

als Cargorezeptor identifiziert, der den M6P-unabhängigen Transport der β-

Glucocerebrosidase vom endoplasmatischen Reticulum (ER) zu Lysosomen vermittelt 

(Reczek et al, 2007). Das Ebolavirus benötigt den lysosomalen Cholesterintransporter 

Niemann-Pick C1 (NPC1) als Rezeptor, um in die Wirtszelle zu gelangen (Miller et al, 

2012). Für die Mehrzahl der 140-300 LMPs sind die Funktionen bisher unbekannt 

(Chapel et al, 2013; Schröder et al, 2010). Es existieren mehr als 10 verschiedene LSDs, 

die durch Defekte in LMPs verursacht werden (Tabelle 1; Ruivo et al, 2009).  
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Tabelle 1 Funktionen und assoziierte Krankheiten von LMPs 

LMP (mögliche) Funktion assoziierte Krankheit 

CLN3 Metabolit-Transport Juvenile Neuronale Ceroid 

Lipofuszinose (JNCL) 

CLN7 Metabolit-Transport Variant spat-infantile 

Neuronale Ceroid 

Lipofuszinose (vLINCL) 

CLC7/OSTM1 (chloride 

channel 7) 

Protonen- und Anionen 

(Cl-)-Transport 

Infantile maligne 

Osteoporose 

Cystinosin H+- und L-Cystein-

Symport  

Cystinose 

HGSNAT (heparan-

alpha-glucosaminide N-

acetyltransferase) 

Acetylimport und Transfer 

zu Heparansulfat 

Mukopolysaccharidose 

Typ IIIC 

LAMP2 Autophagie, lysosomale 

Fusionierung und 

Transport 

Danon-Krankheit 

LIMP2/SCARB2 Chaperon und Transport 

von beta-

Glucocerebrosidase 

Action myoclonus-renal 

failure Syndrom 

 

LMBRD1 (limb 

development membrane 

protein domain containing 

1) 

Export von Cobalamin Cobalamin F-type 

Krankheit 

NPC1 Lipid-, Cholesterin- und 

Ca2+-Transport 

Niemann-Pick Typ C 

Mucolipin 1 Kationenkanal Mukolipidose Typ IV 

Sialin Export von Sialinsäure 

und sauren Hexosen, 

Import von Asparagin und 

Glutamin 

Salla-Krankeit 

1.1.2 Autophagie-vermittelter Proteinabbau 

Autophagie bezeichnet einen Prozess in Zellen, bei dem zelleigenes (Zytosol, beschädigte 

Organellen, fehlgefaltete und aggregierende Proteine) und zellfremdes (Pathogene) 

Material im Lysosom abgebaut wird, um Substrate für Energieproduktion und 
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Biosynthese zur Verfügung zu stellen (Eskelinen & Saftig, 2009). Man unterscheidet drei 

Formen der Autophagie, die zum Abbau der Substrate im Lysosom führen: 

Mikroautophagie, Chaperon-vermittelte Autophagie und Makroautophagie. Als 

Mikroautophagie wird die Aufnahme von zytosolischem Material durch Invagination der 

lysosomalen Membran bezeichnet (Glick et al, 2010). Bei der Chaperon-vermittelten 

Autophagie werden lösliche, monomere Zielproteine, die ein Signalpeptid der Sequenz 

KFERQ enthalten, mit Hilfe eines Chaperon-Komplexes (z.B. dem Hitzeschockprotein 

70, Hsc-70) durch die lysosomale Membran transloziert (Kaushik & Cuervo, 2012). Der 

Chaperon-Protein-Komplex wird dabei durch den lysosomalen Rezeptor LAMP2A 

erkannt und im Lysosom entfaltet und degradiert (Saftig et al, 2008). Bei der 

Makroautophagie werden Zytosol oder Organellen unter Bildung von Autophagosomen 

durch eine Doppelmembran umschlossen. Autophagosomen fusionieren mit Lysosomen 

zum Autolysosom, wo der Inhalt proteolytisch abgebaut wird (Abb. 1; Glick et al, 2010).      

Bei Nährstoffmangel, wird die Proteinkinase mTOR (mammalian target of rapamycin) 

inhibiert, was zur Derepression der Serin/Threonin-Proteinkinase unc-51 like autophagy 

activating kinase 1 (ULK1) führt. ULK1 phosphoryliert Beclin1 und aktiviert die 

Phosphatidylinositol-3 (PI3)-Kinase vacuolar protein sorting 34 (VPS34), wodurch der 

Proteinkomplex aus VPS34, Beclin1 und autophagy related gene 14 (Atg14L) zum 

Phagophor rekrutiert wird (Russell et al, 2013). Das Lipid Phosphatidylinositol (PI) wird 

durch die PI3-Kinase VPS34 zu PI3-Phosphat phosphoryliert, wodurch die Bildung des 

Phagophors und die Rekrutierung weiterer Atg-Proteine initiiert wird (Xie & Klionsky, 

2007). Die Assoziation des Atg12-Atg5-Atg16-Komplexes induziert die Krümmung des 

heranreifenden Phagophors durch asymmetrische Rekrutierung des microtubule-

associated protein 1 light chain 3-II Proteins (LC3-II). Membrangebundenes LC3-II stellt 

ein Markerprotein für Autophagosomen dar und wird durch Konjugation von 

Phosphatidylethanolamin an den C-Terminus (CT) des zytosolischen LC3-I synthetisiert 

(Glick et al, 2010). LC3-II fungiert zusätzlich als Rezeptor und interagiert mit dem 

Adapterprotein p62/SQSTM1, um die selektive Aufnahme und den Abbau von 

polyubiquitinierten Proteinaggregaten durch Autophagie zu gewährleisten (Abb. 1; 

Pankiv et al, 2007). 
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Abb. 1 Autophagie-abhängiger Proteinabbau 

Nähstoffmangel inhibiert mTOR und es kommt zur Derepression von ULK1, wodurch der VPS34/ 

Beclin1/Atg14L-Komplex aktiviert wird. Durch die VPS34-vermittelte Produktion von 

Phosphatidylinositol 3-Phosphat wird das Phagophor initiiert. Die Konjugation von 

Phosphatidylethanolamin an LC3-I führt zum Autophagosomen-gebundenen LC3-II, was zusammen mit 

dem Atg12–Atg5–Atg16-Komplex für die Elongation und Reifung des Phagophors zum Autophagosom 

notwendig ist. Polyubiquitinierte Proteinkomplexe gelangen durch den Autophagie-Adapter p62 spezifisch 

ins Autophagosom. Die Fusion von Autophagosom und Lysosom führt zum Abbau des Autophagosoms 

und dessen Inhalts. Abbildung modifiziert nach (Kang et al, 2011; Russell et al, 2013). 

 Lysosomale Speicherkrankheiten  

Defekte in löslichen lysosomalen Proteinen oder LMPs führen aufgrund der 

Akkumulation von nicht abgebauten Makromolekülen oder niedermolekularen 

Metaboliten im lysosomalen Lumen zu lysosomalen Speichererkrankungen (LSDs; 

Saftig & Klumperman, 2009). Die Mehrzahl der bekannten LSDs wird durch Defekte in 

Genen verursacht, die für die mehr als 60 verschiedenen löslichen lysosomalen Proteine 

kodieren (Ballabio & Gieselmann, 2009). Mutationen in Genen, die für Protein kodieren, 

die posttranslationale Modifizierungen neusynthetisierter löslicher lysosomaler Proteine 

im ER (formylglycine generating enzyme) oder Golgi-Apparat (GlcNAc-1-

Phosphotransferase) katalysieren, führen zu Defekten multipler lysosomaler Proteine 

(Kollmann et al, 2010; Schlotawa et al, 2013). Fast alle LSDs sind durch eine große 

Variabilität des klinischen Phänotyps charakterisiert, die den Beginn der Erkrankung, die 

Schwere der Symptome, die betroffenen Organe und den Zeitpunkt des Versterbens 

umfassen. In Abhängigkeit von der chemischen Natur der akkumulierenden Substrate 

können LSDs in Lipidosen, Mukopolysaccharidosen, Glykogenosen, Gangliosidosen und 

Mukolipidosen unterteilt werden (Metha, 2012). Durch die Speicherung kommt es zur 
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lysosomalen Dysfunktion. Die verminderte Bereitstellung von Metaboliten durch das 

endolysosomale System führt zu einem „Hungerzustand“ in der Zelle (Schulze & 

Sandhoff, 2011). Die meisten LSDs werden autosomal-rezessiv vererbt (Metha, 2012). 

Die Fabry-Krankheit (α–Galaktosidase-Defizienz) und das Hunter-Syndrom (Iduronat-2-

Sulfatase-Defizienz) werden jedoch X-chromosomal rezessiv vererbt (Adam et al, 2006; 

Tylki-Szymanska, 2014). Ein dominanter Erbgang wurde nur bei der Danon- (LAMP2-

Defizienz) und CLN4-Krankheit (DNAJC5-Defizienz) beschrieben (Horvath et al, 2003; 

Noskova et al, 2011). 

1.2.1 Neuronale Ceroid Lipofuszinosen  

Die neuronalen Ceroid-Lipofuszinosen (NCLs) sind eine Gruppe autosomal-rezessiv 

vererbter LSDs, die durch die selektive Schädigung und den Verlust von Neuronen im 

Gehirn und in der Retina, Neuroinflammation und Speicherung von autofluoreszierenden 

Ceroid-Lipopigmenten charakterisiert sind (Mole et al, 2011). NCLs sind die häufigste 

Ursache für Neurodegeneration im Kindesalter und treten mit einer Inzidenz von 

~1:12.500 in den USA und ~1:30.000 in Deutschland auf (Kohlschütter & Schulz, 2009). 

Klinisch sind die NCLs durch Erblindung, progrediente psychomotorische Retardierung, 

Epilepsien und frühzeitigen Tod gekennzeichnet. Im Gegensatz zu anderen 

neurodegenerativen Erkrankungen, die eine komplexere Ätiologie, einen späteren 

Erkrankungsbeginn und eine langsamere Progredienz aufweisen, sind alle bekannten 

NCLs auf einen einzelnen Gendefekt zurückzuführen (Radke et al, 2015). Die 

Erkrankungen werden aufgrund des zeitlichen Beginns in kongenitale, infantile, spät-

infantile, juvenile und adulte Verlaufsformen unterteilt (Kohlschütter & Schulz, 2009). 

Nach Einführung einer neuen Nomenklatur werden die verschiedenen NCL-Formen auf 

Grundlage des identifizierten Gendefekts klassifiziert (Williams & Mole, 2012). NCL-

Gene kodieren für lösliche lysosomale Enzyme, polytopische Membranproteine des ER 

und Lysosoms, zytosolische, sekretorische und Membranen-assoziierte Proteine, die 

direkte oder indirekte Bedeutung für lysosomale Biogenese und Funktionen besitzen 

(Tabelle 2; Cotman & Staropoli, 2012; Kollmann et al, 2013). 
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Tabelle 2 CLN-Erkrankungen, zugrunde liegende Gendefekte und phänotypische Ausprägung 

CLN-

Erkrankungen 

Protein Lokalisation Phänotypen 

CLN1 Protein-Palmitoly-

Thioesterase (PPT1) 

lysosomale Matrix INCL, LINCL, 

JNCL, ANCL 

CLN2 Tripeptidyl Peptidase 1 

(TPP1)  

lysosomale Matrix LINCL, JNCL 

CLN3 CLN3 lysosomale Membran, 

präsynaptische Vesikel 

JNCL 

CLN4 DNAJC5/ Cysteine string 

protein α 

zytosolisch, assoziiert 

an vesikuläre 

Membranen  

ANCL, 

autosomal 

dominant 

CLN5 CLN5 lysosomale Matrix LINCL, JNCL, 

ANCL 

CLN6 CLN6 ER-Membran LINCL, ANCL 

CLN7 CLN7 lysosomale Membran LINCL, JNCL 

CLN8 CLN8 ER/ ERGIC-Membran LINCL, EPMR 

CLN10 Cathepsin D lysosomale Matrix, 

extrazellulär 

congenitale 

NCL, LINCL, 

JNCL, ANLC 

CLN11 Grn/ Progranulin extrazellulär ANCL 

CLN12 ATP13A2  lysosomale Membran JNCL 

CLN13 Cathepsin F lysosomale Matrix ANCL 

CLN14 KCTD7/ potassium 

channel tetramerisation 

domain-containing 7  

zytosolisch, teilweise 

an Membranen 

assoziiert 

INCL 

INCL: infantile NCL; LINCL: spät-infantile NCL; JNCL: juvenile NCL; ANCL: adulte NCL; EPMR: 

Progressive Epilepsie mit mentaler Retardierung; ERGIC: ER-Golgi Intermediärkompartiment 

Bisher wurden mehr als 400 verschiedene Patientenmutationen in den 13 NCL-Genen 

identifiziert (http://www.ucl.ac.uk/ncl/). Im Gegensatz zu den „klassischen“ LSDs, die 

durch intralysosomalen Speicherung eines spezifischen, nicht abbaubaren Substrats 

charakterisiert sind, ist bei den NCLs das lysosomale Speichermaterial unspezifisch und 

unabhängig vom Gendefekt. Das Speichermaterial ist heterogen und enthält Proteine, 

Kohlenhydrate, Phospholipide, Glykosphingolipide und Metalle (Palmer, 2015). Die c-
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Untereinheit der mitochondrialen ATP-Synthase (Scmas) ist die Hauptkomponente des 

proteinogenen Anteils des Speichermaterials der meisten NCLs. Ausnahmen sind die 

CLN1-, CLN4- und CLN10-Erkrankungen, bei denen hauptsächlich Saposin A und D 

gespeichert wird (Jabs et al, 2008). Saposine sind kleine Glykoproteine, die im Lysosom 

Sphingolipide hydrolysieren (Kolter & Sandhoff, 2010). Das 70 kDa große Prosaposin-

Vorstufenprotein wird im Lysosom proteolytisch zu den Saposinen A, B, C und D 

prozessiert, die strukturell ähnlich sind, aber unterschiedliche Substratspezifität 

aufweisen (Tyynelä et al, 1993). Das unspezifische Speichermaterial in NCLs lässt keine 

direkten Schlüsse auf die Funktion der NCL-Proteine zu (Kollmann et al, 2013). Die 

Ultrastruktur des lysosomalen Speichermaterials bei den einzelnen CLN-Erkrankungen 

ist heterogen und enthält elektronenmikroskopisch unterscheidbare Einschlüsse, wie 

granular osmiophilic deposits (GRODs), fingerprint und kurvilineare Profile. GRODs 

sind charakteristisch für die CLN1-, CLN4- und CLN10-Erkrankungen (Palmer, 2015). 

Bei den CLN-Erkrankungen mit überwiegender Speicherung von Scmas werden 

fingerprint-Profile (CLN3) oder eine Kombination aus fingerprint- und kurvilinearen 

Profilen (CLN2, CLN5, CLN6, CLN8) detektiert (Radke et al, 2015). Bisher sind alle 

bekannten CLN-Erkrankungen unheilbar und werden deshalb palliativ behandelt. 

Allerdings besteht für CLN-Erkrankungen, die durch Defekte in löslichen lysosomalen 

Enzymen (CLN1, CLN2, CLN5, CLN10 und CLN13) verursacht werden, die 

therapeutische Option einer Behandlung durch Enzymersatztherapie (ERT). Die ERT für 

CLN2 Patienten, bei der rekombinant hergestelltes TPP1 intrathekal appliziert wird, 

befindet sich bereits in der klinische Phase I/II (Neverman et al, 2015).  

1.2.2 CLN7-Erkrankung  

Im Mittelpunkt der Arbeit steht CLN7, das zusammen mit Defekten in CLN5, CLN6 und 

CLN8 die Subgruppe der variant spät-infantilen NCLs (vLINCL) bildet. Mehr als 35 

verschiedene Mutationen wurden bei CLN7 Patienten im MFSD8/CLN7-Gen identifiziert 

(http://www.ucl.ac.uk/ncl/). Die ersten klinischen Symptome (Entwicklungsverzögerung 

und Krampfanfälle) manifestieren sich im Alter von zwei bis fünf Jahren. Im weiteren 

Krankheitsverlauf treten weitere Symptome, wie Sprachverlust, motorische und mentale 

Retardierung, Ataxie, Myoklonie und Sehverlust auf. Die mittlere Lebenserwartung der 

CLN7 Patienten ist mit 11,5 Jahren (Spanne: 7-18 Jahre) stark vermindert (Kousi et al, 
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2009). Es wurden zwei missense-Mutationen in den zytosolischen Domänen L4 und L8 

von CLN7 identifiziert, die mit milderen bzw. atypischen Krankheitsverläufen assoziiert 

sind (Abb. 2): bei der homozygoten missense Mutation p.CLN7 A157P wurde ein 

milderer, juveniler Krankheitsverlauf, bei dem erste Symptome erst in einem Alter von 

11 Jahren auftreten und bis zur zweiten und dritten Lebensdekade zunehmen, beschrieben 

(Kousi et al, 2009). Bei compound heterozygoten adulten Patienten mit einer schweren 

(p.CLN7 E381* oder p.CLN7 K333K fs*3) und einer milden Mutation (p.CLN7 E336Q) 

wurde ein atypischer Krankheitsverlauf diagnostiziert, bei dem die Patienten eine 

makulare Dystrophie, aber keinerlei NCL-typische Symptome aufweisen (Roosing et al, 

2015). Aufgrund der ähnlichen klinischen Verläufe bei allen anderen vLINCL/CLN7 

Patienten vermutet man, dass die MFSD8/CLN7-Mutationen zu einem vollständigen 

Funktionsverlust des CLN7-Proteins führen. Für die Patientenmutationen 

p.CLN7 T294K und p.CLN7 P412L wurde gezeigt, dass eine verminderte Stabilität 

mutanter CLN7 Proteine im Lysosom zum Funktionsverlust beitragen (Steenhuis et al, 

2012). 

 

Abb. 2 Membrantopologie des CLN7 Proteins und Lokalisation von CLN7 Patientenmutationen. 

CLN7 besteht aus 518 Aminosäuren, 12 potentiellen Transmembrandomänen (1-12), 11 Schleifen (L1-11), 

zwei verwendeten N-Glykosylierungsstellen in der luminalen Schleife L9 und N- und C-terminale 

zytosolische Domänen. Die Positionen von identifizierten missense-, nonsense- und frameshift-Mutationen 

sind rot eingezeichnet. Missense-Mutationen in zytosolischen Domänen, die bei Patienten mit juvenilem 

Phänotyp (p.CLN7 A157P) oder adulten Patienten mit makularer Dystrophie (p.CLN7 E336Q) identifiziert 

wurden, sind grün hervorgehoben. 

CLN7 ist ein LMP und besteht aus 518 Aminosäuren (AS), 12 Transmembrandomänen, 

N- und C-terminalen zytosolischen Domänen und zwei verwendeten N-

Glykosylierungsstellen (Abb. 2). Nach Transport zum Lysosom wird CLN7 durch 
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Cysteinproteasen gespalten (Steenhuis et al, 2012). Das vorhergesagte Molekulargewicht 

von CLN7 beträgt 58 kDa (Siintola et al, 2007). CLN7 ist in Vertebraten hoch konserviert 

und besitzt Sequenzhomologien zur DHA1.2-Gruppe (H+/Medikament Antiporter) der 

major facilitator superfamily (MFS)-Transporter, die 82 verschiedene, homologe 

Gruppen umfasst. MFS-Transporter sind sekundär aktive Transporter, die aus 400-600 

AS und 12, 14 oder 24 Transmembrandomänen zusammengesetzt sind und verschiedene 

lösliche, niedermolekulare Metabolite wie Oligosaccharide, Inositole, AS, Nukleoside, 

Organphosphatester, Citratzyklus-Metabolite, Neurotransmitter, Amine, organische und 

anorganische Kationen im Uniport, Symport oder Antiport transportieren (Pao et al, 

1998). Neben CLN7 existieren weitere lysosomale MFS-Transporter wie das Disrupted 

in renal carcinoma 2 Protein (DIRC2), MFSD1, MFSD12, Sialin und GLUT8 und das 

Spinster homolog 1 Protein (Spns1), deren genaue Funktionen unbekannt sind (Chapel et 

al, 2013). 

Northern-Blot-Analysen von humanem Gewebe zeigten, dass die CLN7 mRNA ubiquitär, 

mit Zelltyp- und Region-abhängigen Unterschieden im Gehirn exprimiert wird (Siintola 

et al, 2007). In Expressions-Analysen bei der Ratte wurde eine erhöhte Cln7 mRNA 

Expression in der Körnerschicht des Cerebellums, in Pyramidenzellen des Hippocampus 

und im Cortex gefunden. Quantitative Realtime PCR Analysen zeigten, dass die 

Konzentration von Cln7 mRNA in kultivierten Neuronen der Ratte 12- bzw. 6-fach höher 

ist als in Mikrogliazellen bzw. Astrozyten (Sharifi et al, 2010). Neuropathologisch 

manifestiert sich die humane CLN7-Erkrankung durch eine starke Akkumulation von 

autofluoreszierenden Lipopigmenten in cerebellären Purkinjezellen und in Neuronen des 

Cortex und Hippocampus. Durch Analysen von Autopsiematerial von CLN7 Patienten 

verschiedenen Alters wurde ein altersunabhängiger, vollständiger Verlust von 

Körnerzellen im Cerebellum und eine altersabhängige progressive Degeneration von 

Purkinjezellen, Pyramidenzellen der CA2-Region und kortikaler Neurone aller Schichten 

gefunden (Mole et al, 2011). Zusätzlich wurde die Aktivierung von Mikroglia und 

Astrozyten detektiert. In der Retina der CLN7 Patienten kommt es zur vollständigen 

Degeneration von Photorezeptoren und zur Neurodegeneration in der Ganglienzellschicht 

und der äußeren und inneren nukleären Schicht. In den genannten Zellschichten wurde 

außerdem Astrozytose detektiert (Mole et al, 2011).  
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1.2.3  Tiermodelle der NCLs 

Für alle NCLs, außer CLN7 und CLN14, existieren Mausmodelle oder natürliche 

Mausmutanten (Shacka, 2012). Die Cln1-, Cln2-, Cln3-, Cln4-, Cln5-, Cln10-, Cln11-, 

Cln12-, Cln13-Gene wurden in Mäusen durch homologe Rekombination ausgeschaltet 

(Davies et al, 2015; Götzl et al, 2014; Kett et al, 2015; Shacka, 2012; Tang et al, 2006). 

Zusätzlich existieren Cln1- und Cln10-defiziente Drosophila melanogaster-

Fliegenmodelle (Hickey et al, 2006; Myllykangas et al, 2005), sowie natürliche Mutanten 

für die Gene Cln5 (Hund, Rind und Schaf), Cln6 (nclf-Maus, New Zeeland South 

Hampshire und Merino-Schaf), Mfsd8/Cln7 (Chinesischer Schopfhund), Cln8 (motor 

neuron degeneration, mnd, Maus und Hund) und Cln10 (Hund und Schaf; Guo et al, 

2014; Jalanko & Braulke, 2009). Bisherige Untersuchungen zeigten, dass der Phänotyp 

der oben genannten knockout/ knockin-Mäuse bzw. der natürlichen Mutanten den bei 

NCL-Patienten auftretenden neuropathologischen und klinischen Veränderungen ähnelte. 

Zu den wichtigsten pathologischen Veränderungen bei publizierten NCL-Mausmodellen 

zählen Autofluoreszenz, lysosomale Speicherung von Scmas oder Saposin D, 

Neuroinflammation, Gehirnatrophie, retinale Degeneration und das Absterben von 

Subpopulationen neuronaler Zellen (Cooper et al, 1999). Besonders starke 

Neurodegeneration tritt bei GABAergen (gamma-aminobutyric acid) Intereuronen, 

thalamokortikalen Projektionsneuronen und Purkinjezellen des Cerebellums auf. Mit 

Hilfe der Mausmodelle wurde gezeigt, dass eine früh einsetzende Aktivierung der 

Mikroglia dem Verlust von Neuronen in thalamokortikalen Regionen vorausgeht (Cooper 

et al, 1999; Jalanko & Braulke, 2009). Die Mausmodelle sind besonders für die Analyse 

altersabhängiger pathologischer Veränderungen im Gehirn und in der Retina geeignet, da 

dies bei NCL-Patienten nicht möglich ist. 

 Transport von lysosomalen Membranproteinen 

1.3.1 Struktur, Expression, subzelluläre Verteilung und Funktion der 

Adaptorproteinkomplexe 

Adaptorproteinkomplexe (APs) sind heterotetramere Proteinkomplexe, die mit 

Außenmembranen intrazellulärer Organellen assoziiert sind. Sie vermitteln die 

Verpackung spezifischer Cargo-Proteine und deren zielgerichteten, vesikulären 



Einleitung 12 

Transport zwischen Donor- und Akzeptororganellen (Park & Guo, 2014). In 

eukaryotischen Zellen unterscheidet man fünf strukturell ähnliche APs (AP1-AP5), die 

sich durch Proteinsequenzen, Expression, Lokalisation, interagierende Cargo-Rezeptoren 

und Hüll- und akzessorische Proteine unterscheiden. APs sind aus zwei großen- (γ/α/δ/ε/ζ 

und β1-β5, ~100 kDa), einer mittleren- (μ1–μ5, ~50 kDa) und einer kleinen Untereinheit 

(σ1–σ5, ~20 kDa) zusammengesetzt (Abb. 3). Es existieren verschiedene Isoformen der 

Untereinheiten von AP1 (zwei γ-, zwei μ- und drei σ-Isoformen), AP2 (zwei α-Isoformen) 

und AP3 (zwei β-, zwei μ- und zwei σ-Isoformen; Tabelle 3). AP1 und AP2 sind 

Bestandteil Clathrin-beschichteter Vesikel, während AP4 und 5 Clathrin-unabhängig sind 

(Borner et al, 2012). In HeLa-Zellen ist die AP2-Expression am höchsten und die 

Expression von AP1/AP3 bzw. AP4/AP5 2-fach bzw. 30-fach niedriger (Hirst et al, 

2013). Im Gleichgewichtszustand sind die APs mit den Außenmembranen der 

Donororganellen assoziiert. Dort binden sie zytoplasmatische Sortierungssignale von 

Cargoproteinen, rekrutieren für die Bildung von Vesikeln Clathrin und andere 

akzessorische Proteine und vermitteln den Transport zur Membran des Zielorganells 

(Park & Guo, 2014).  

 

Abb. 3 Schematische Darstellung der Adaptorproteinkomplexe 

APs bestehen aus zwei großen Untereinheiten: γ/α/δ/ε/ζ (grün) und β1-β5 (blau), einer mittleren 

Untereinheit: µ1-µ5 (violett) und einer kleinen Untereinheit: σ1-σ5 (grau). 

 

AP1 interagiert mit der kleinen GTPase ADP-Ribosylierungsfaktor 1 (Arf1) und 

Phosphatidylinositol-4-Phosphat (PI4P) und vermittelt den Clathrin-abhängigen 

bidirektionalen Transport zwischen dem trans-Golgi-Netzwerk und Endosomen (Wang 

et al, 2003). Zusätzlich reguliert AP1 die basolaterale Polarität in Epithelzellen (Nakatsu 

et al, 2014) und AP1A ist für den Reifungsprozess von sekretorischen Vesikeln wichtig 

(Bonnemaison et al, 2014). AP2 ist an der Plasmamembran lokalisiert und vermittelt die 

Clathrin-abhängige Endozytose einer Vielzahl an Proteinen, wie Rezeptoren, 

Adhäsionsmolekülen und viralen Proteinen (Traub, 2005). Durch die Interaktion der α- 
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und μ-Untereinheiten mit dem Lipid Phosphatidylinositol 4,5-Bisphosphat (PIP2) wird 

AP2 selektiv zur Plasmamembran rekrutiert (Höning et al, 2005). AP3 ist ebenfalls an 

TGN- und endosomalen Membranen lokalisiert und wird von Arf1 reguliert (Boehm et 

al, 2001; Ooi et al, 1998). Es transportiert Cargo von tubulären Bereichen früher 

Endosomen zu späten Endosomen und ist an der Biogenese von Lysosomen-ähnlichen 

Organellen (LROs, lysosome related organelles) beteiligt. Das Neuronen-spezifische 

AP3B ist für die Bildung und Abgabe von exozytierenden Organellen (z.B. synaptischen 

Vesikeln) wichtig (Blumstein et al, 2001; Park & Guo, 2014). AP4 ist hauptsächlich am 

TGN lokalisiert, transportiert Cargo-Proteine vom TGN zu Endosomen (Dell'Angelica et 

al, 1999) und vermittelt die polarisierte Sortierung von Membranproteinen in 

Epithelzellen und den Transport von Neurotransmitter-Rezeptoren (Matsuda et al, 2008; 

Simmen et al, 2002; Yap et al, 2003). AP5 ist in späten Endosomen und Lysosomen 

lokalisiert. Es wird deshalb vermutet, dass AP5 an endosomalen Sortierungsprozessen 

beteiligt ist (Hirst et al, 2013). 

Tabelle 3 Zusammensetzung, Expression und Funktion der APs 

AP Untereinheiten Expression  Funktion 

AP1A γ1/2; β1; σ1A/B/C; µ1A ubiquitär TGN-Endosomen 

 

AP1B γ1/2; β1; σ1A/B/C; µ1B Polarisiertes 

Epithelium 

Polarisierte Sortierung 

AP2 αA/C; β2; σ2; µ2 ubiquitär Clathrin-abhängige 

Endozytose 

AP3A δ; β3A; σ3A; µ3A ubiquitär Biogenese von LROs 

AP3B δ; β3B; σ3B; µ3B Neurone und β-

Zellen des 

Pankreas  

Biogenese von LROs 

AP4 ε; β4; σ4; µ4 ubiquitär TGN-Endosomen 

Polarisierte Sortierung 

AP5 ζ; β4; σ4; µ4 ubiquitär unbekannt 

1.3.2 Signal-abhängiger Transport von lysosomalen Membranproteinen 

Die Sortierung von LMPs zum Lysosom erfolgt entweder über den „direkten“ oder den 

„indirekten“ Weg (Braulke & Bonifacino, 2009). Beim direkten Weg werden LMPs vom 
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TGN entweder zu frühen/späten Endosomen oder Lysosomen transportiert, ohne an der 

Zelloberfläche zu erscheinen. Beim indirekten Weg erfolgt der Transport vom TGN zur 

Plasmamembran, gefolgt von Internalisierung zu frühen/ späten Endosomen und 

Lysosomen. Dabei gibt es LMPs, die sowohl den direkten als auch den indirekten Weg 

nutzen (Braulke & Bonifacino, 2009). So wurde gezeigt, dass LAMPs und LIMPs direkt 

und indirekt zu Lysosomen sortiert werden (Janvier & Bonifacino, 2005). Der Transport 

der lysosomalen sauren Phosphatase zu Lysosomen erfolgt indirekt über die 

Plasmamembran (Braun et al, 1989). Der Transporter Mukolipin 1 wird hingegen über 

AP1 direkt zum Lysosom transportiert und akkumuliert in AP1-herunterregulierten 

Zellen im Golgi-Apparat (Miedel et al, 2006). Für das LMP CLN3 wurde gezeigt, dass 

es direkt über AP1 und AP3 transportiert wird (Kyttälä et al, 2005).  

Der Transport von LMPs zu Lysosomen erfolgt unabhängig vom M6P-

Erkennungsmarker und wird durch Sortierungssignale, die in den zytosolischen Domänen 

der LMPs lokalisiert sind, vermittelt (Braulke & Bonifacino, 2009). Sortierungssignale 

sind kurze, lineare Aminosäuresequenzen mit einer Länge von vier bis sieben 

Aminosäuren, die in Tyrosin-haltige (Konsensussequenzen: YXXØ oder NPXY) und Di-

Leucin-haltige Sortierungssignale (Konsensussequenzen: [DE]XXXL[LI] oder DXLL) 

unterteilt werden (kritische Reste sind fett dargestellt, X: beliebige AS, Ø: große, 

hydrophobe AS; Bonifacino & Traub, 2003). Di-Leucinmotive vom Typ [DE]XXX L[LI] 

interagieren mit einer Kombination aus einer großen und einer kleinen AP-Untereinheit, 

nämlich den AP1γ/σ1-, AP2α/σ2- und AP3δ/σ3-Hemikomplexen (Janvier et al, 2003). 

Tyrosin-Motive mit der Konsensussequenz-Sequenz YXXØ interagieren mit den µ-

Untereinheiten der APs 1-3 (Park & Guo, 2014). Die AP4µ-Untereinheit interagiert mit 

Tyrosin-haltigen Sortierungssignalen vom Typ YXXØ der LMPs CD63, LAMP1 und 

LAMP2A und mit der unkonventionellen Sequenz YKFFE in der zytosolischen Domäne 

des Alzheimer Vorläufer Proteins (APP; Burgos et al, 2010). Die Funktion von AP5, 

interagierende Cargoproteine und beteiligte Sortierungssignale sind bisher unbekannt 

(Hirst et al, 2011). Neben den klassischen Di-Leucin ([DE]XXXL[LI]) und 

Tyrosinmotiven vom Typ YXXØ wurden in Cystinosin und CLN3 unkonventionelle 

Sortierungssignale beschrieben (Cherqui et al, 2001; Storch et al, 2004). Für die 

Erkennung und Bindung der Sortierungssignale durch APs ist deren Abstand zur 

Transmembrandomäne wichtig (Bonifacino & Traub, 2003).  



Fragestellung 15 

2. Fragestellung 

Die CLN7-Erkrankung zählt zur Gruppe der Neuronalen Ceroid Lipofuszinosen (NCLs). 

NCLs sind neurodegenerative Erkrankungen des Kindesalters und werden bis auf die 

CLN4 Erkrankung autosomal-rezessiv vererbt. Es wurden Defekte in 13 verschiedenen 

Genen, die NCL-Erkrankungen auslösen, identifiziert. Die CLN7-Erkrankung wird durch 

Mutationen im MFSD8/CLN7-Gen, das für ein lysosomales Membranprotein mit 

potentieller Transporterfunktion kodiert, verursacht. Für alle NCLs, außer CLN7 und 

CLN14, stehen Mausmodelle zur Verfügung, um den zeitlichen Verlauf der 

neurodegenerativen Veränderungen im Gehirn und Retina in vivo zu untersuchen, sowie 

die Bedeutung der CLN-Defizienz für lysosomale Biogenese und Funktion zu analysieren 

und experimentelle Therapien zu testen.  

 

Ziel dieser Arbeit war es, ein Mausmodell für die CLN7-Erkrankung zu generieren, das 

die wesentlichen neuropathologischen, biochemischen und zellulären Merkmale der 

humanen CLN7-Erkrankung rekapituliert. Schwerpunkte der Untersuchungen sollten 

Analysen der neurodegenerativen und inflammatorischen Veränderungen im Gehirn des 

Mausmodells sein. Dabei sollte überprüft werden, ob die Pathomechanismen, die bei 

anderen LSDs und NCLs identifiziert wurden, zu Neurodegeneration und lysosomaler 

Dysfunktion bei der CLN7-Erkrankung beitragen. Außerdem sollte die lysosomale 

Biogenese und Funktion in Cln7-defizienten Zellen und Geweben untersucht werden.  

 

Im zweiten Teil der Arbeit sollte die Bedeutung von identifizierten Interaktionen von 

CLN7 mit Adaptorprotein (AP)-Komplexen für den intrazellulären Transport von CLN7 

zum Lysosom in vivo analysiert werden.  
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3. Material und Methoden 

 Material 

3.1.1 Geräte 

Gerät Modell Hersteller 

Autoklav 3850 EL Systec (Linden) 

Biosensor Biacore 3000 GE Healthcare (München) 

Blotdokumentationsanlage ChemiDocTM XRS Bio-Rad (München) 

CO2-Inkubator Galaxy® 170S New Brunswick 

(Hamburg) 

Digital Kamera  MegaViewIII A. Tröndle (Moorenweis) 

Dounce-Homogenisator 1 ml Wheaton (Millville, USA) 

Drehrad Rotator Neolab (Heidelberg) 

Druckhomogenisator EmulsiFlex Avestin (Ottawa, Kanada) 

Eismaschine AF10 Scotsman (Vernon Hills, 

USA) 

Elektronenmikroskop EM902  Zeiss (Oberkochen) 

FACS  Canto II BD Biosciences 

(Heidelberg) 

FACS MoFlo Cell Sorter  Beckman Coulter (High 

Wycombe, UK) 

Feinwaage AC 100 Mettler Toledo (Gießen) 

Filmentwickler Curix 60 Agfa (Mortsel, Belgien) 

Filmkassetten X-Ray Cassette Rego (Augsburg) 

Fluoreszenzdetektor  MX3000P Stratagene (USA) 

Geldokumentionsanlage E Box VX2 Vilber (Eberhardzell) 

Gelelektrophoresekammer 

(Agarosegele) 

PerfectBlue Maxi M Peqlab (Erlangen) 

Gelelektrophoresekammer 

(SDS-PAGE) 

PerfectBlue Twin M Peqlab (Erlangen) 

Geltrockner GelAir Dryer Bio-Rad (München) 

Heizblock HLC by Ditabis (Pforzheim) 
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Inkubator Innova 4230 New Brunswick 

(Hamburg) 

Inverses Mikroskop CKX31 Olympus (Hamburg) 

Konfokales 

Fluoreszenzmikroskop 

DM IRE2 Leica (Wetzlar) 

Magnetrührer MR Hei-Mix D Heidolph (Schwabach) 

Mikrowelle Promicro Whirlpool (Stuttgart) 

pH-Meter MP220 Mettler Toledo (Gießen) 

Photometer BioPhotometer Eppendorf (Hamburg) 

Pipetten Research plus Eppendorf (Hamburg) 

Pipettierhilfe peqMATE Peqlab (Erlangen) 

Schüttler Innova 4080 New Brunswick 

(Hamburg) 

Semi-Dry Electroblotter PerfectBlue™ Peqlab (Erlangen) 

Spannungsquelle PeqPOWER E300 Peqlab (Erlangen) 

Spektrophotometer Nanodrop ND-1000 Peqlab (Erlangen) 

Sterilwerkbank Herasafe KS Thermo Scientific 

(Braunschweig) 

Stickstofftank ARPEGE 55 Air liquide (Stelle) 

Thermocycler PeqSTAR Peqlab (Erlangen) 

Ultraschallgerät Sonopuls Bandelin (Berlin) 

Ultrazentrifuge Sorvall DiscoveryTM M120 Thermo Scientific 

(Braunschweig) 

UV-Lampe N36K Konrad Benda-Herolab 

(Wiesloch) 
Vakuumpumpe PC 2004 VARIO Vacuubrand (Wertheim) 

Vibratom VT1000S Leica (Wetzlar) 

Vortexer peqTWIST Peqlab (Erlangen) 

Waage MR Hei-MixD Heidolph (Schwabach) 

Wasserbad WBT 22 Roth (Karlsruhe) 

Zentrifugen 5424R, 5415D, 5804R Eppendorf (Hamburg) 

γ-Szintillationscounter Wallac 1470 Perkin Elmer (Waltham, 

USA) 
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3.1.2 Verbrauchsmaterial 

Verbrauchsmaterial Hersteller 

15 ml und 50 ml Zentrifugenröhrchen Greiner Bio One (Frickenhausen) 

96-Well-Platte Sarstedt (Nümbrecht) 

Cellophanfolien Pütz Folien (Taunusstein) 

Deckgläser Roth (Karlsruhe) 

FACS-Röhrchen BD Biosciences (Heidelberg) 

Glaspipetten Glaswarenfabrik Karl Hecht (Sondheim v. 

d. Rhön) 

Glasplättchen Glaswarenfabrik Karl Hecht (Sondheim v. 

d. Rhön) 

Immersionsöl 518 C Zeiss (Oberkochen) 

Kanülen BD (Heidelberg) 

Kryoröhrchen Sarstedt (Nümbrecht) 

Küvetten Brand (Wertheim) 

Linsenpapier MN 10 B Zeiss (Oberkochen) 

Nitrozellulosemembran ProtranTM Whatman GmbH (Dassel) 

Parafilm Bemis (Wisconsin, USA) 

Petrischalen Sarstedt (Nümbrecht) 

Pipetten  Eppendorf (Hamburg) 

Pipettenspitzen Eppendorf (Hamburg), Sarstedt 

(Nümbrecht) 

Protein LoBind Tubes Eppendorf (Hamburg) 

Reaktionsgefäße (0,2 ml; 1,5 ml; 2 ml) Sarstedt (Nümbrecht) 

Röntgenfilme GE Healthcare (München) 

Skalpelle BBraun (Melsungen) 

Spritzen BBraun (Melsungen) 

Spritzenvorsatzfilter VWR (Darmstadt) 

Superfrost Plus Objektträger Glaswarenfabrik Karl Hecht (Sondheim 

v. d. Rhön) 

Szintillations-Röhrchen Perkin-Elmer (Waltham, USA) 

Whatman-Papiere Roth (Karlsruhe) 

Zellkulturflaschen Sarstedt (Nümbrecht) 

Zellschaber Sarstedt (Nümbrecht) 
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3.1.3 Chemikalien  

Chemikalie Hersteller 

[35S]-Methionin (Aktivität 1 mCi/mmol)  Hartmann Analytik (Braunschweig) 

1,5-dimethyl-1,5-diazaundecamethylene 

polymethobromide, hexadimethrine 

bromide (Polybrene) 

Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-

ethansulfonsäure (HEPES) 

Roth (Karlsruhe) 

2,5-Diphenyloxazol (PPO) Roth (Karlsruhe) 

3,3′-Diaminobenzidine (DAB) 

Kaliumhexacyanidoferrat (K4Fe(CN)6) 

Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

3-[3-Cholamidopropyl)-dimethyl-

ammonio]-1-propansulfonat (CHAPS) 

Merck Millipore (Darmstadt) 

4’,6-Diamino-2-Phenylindol (DAPI) Roth (Karlsruhe) 

Acrylamid Roth (Karlsruhe) 

Agar Roth (Karlsruhe) 

Agarose AppliChem (Darmstadt) 

Ammoniumchlorid  Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Roth (Karlsruhe) 

Bovines Serumalbumin (BSA) Serva (Heidelberg) 

Calciumchlorid (CaCl2) Merck (Darmstadt) 

Chloroform J.T.Baker (Griesheim) 

Coomassie® Blue R Serva (Heidelberg) 

Dimethylsulfoxid (DMSO; C2H6OS) Roth (Karlsruhe) 

Dinatriumhydrogenphosphat Merck (Darmstadt) 

Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

DNase I Roche (Mannheim) 

Essigsäure Merck (Darmstadt) 

Ethanol Merck (Darmstadt) 

Ethidiumbromid Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

EZ-Link Sulfo-NHSSS Biotin Thermo Scientific (Braunschweig) 

G418,Geneticin® Life Technologies (Darmstadt) 

Glutaraldehyd Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
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Glutathion reduziert Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

Glutathion-Agarose Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

Glycerin Roth (Karlsruhe) 

Glycin Roth (Karlsruhe) 

Hefeextrakt Roth (Karlsruhe) 

Imidazol AppliChem (Darmstadt) 

Isopropanol Roth (Karlsruhe) 

Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 

(IPTG) 

Roth (Karlsruhe) 

Kaliumchlorid Roth (Karlsruhe) 

Ketanest S (Ketamin) Pfizer (Karlsruhe) 

L-Methionin Roth (Karlsruhe) 

Luminol Roth (Karlsruhe) 

Lysozym Serva (Heidelberg) 

Magnesiumchlorid (MgCl2) Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

Mannose-6-Phosphat-Natriumsalz Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

Methanol Merck (Darmstadt) 

Milchpulver Roth (Karlsruhe) 

Natriumchlorid Roth (Karlsruhe) 

Natriumdeoxycholat Merck (Darmstadt) 

Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4) Merck (Darmstadt) 

N-ethyl-N´-(dimethyl-amino-propyl)-

carbodiimid 

Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

N-Hydroxysuccinimid  Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

Ni-NTA-Agarose Life Technologies (Darmstadt) 

NNN’N’-Tetramethylethylendiamin 

(TEMED) 

Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

Nonidet P 40 (NP40) Roche (Mannheim) 

Osmiumtetroxid Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

p-Cumarinsäure Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

Poly-D-Lysin Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

Ponceau S Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
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Propylenoxid Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

Protaminsulfat Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

Protein G-Sepharose GE Healthcare (München) 

Salzsäure Merck (Darmstadt) 

Saponin Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

Sedaxylan (Xylazin) WDT (Garbsen) 

Sodiumdodecylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

Sukrose Roth (Karlsruhe) 

Toluidinblau Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

Triton X-100 Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

Trizma® Base  Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

Trizol Reagent Life Technologies (Darmstadt) 

Trypton/Pepton Roth (Karlsruhe) 

Tween 20 Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

Wasserstoffperoxid Merck (Darmstadt) 

β-Mercaptoethanol  Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

3.1.4 Puffer und Lösungen 

Puffer/ Lösung Hersteller 

6x Loading Dye Thermo Scientific (Braunschweig) 

Aqua-Poly/Mount® Polysciences, Inc. (Eppelheim) 

Cacodylat-Puffer Morphisto® (Frankfurt) 

epoxy embedding medium (Epon) Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

Proteaseinhibitor Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

3.1.5 Kits 

Kit Hersteller 

GeneJet-Plasmid-Minipräpkit Thermo Scientific (Braunschweig) 

GeneJetTM-Gelextraktionskit Life Technologies (Darmstadt) 

High-Capacity cDNA Reverse 

Transkriptasekit 

Life Technologies (Darmstadt) 

jetPEITM-Polyplus Transfektionsreagenz Peqlab (Erlangen) 

KAPA Mouse Genotyping Hot Start Kit Peqlab (Erlangen) 
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Lipofectamine® 2000 Reagent Life Technologies (Darmstadt) 

Phusion High-Fidelity PCR Kit Life Technologies (Darmstadt) 

Protein Assay Biorad (München) 

QIAquick®-Plasmid-Midipräparationskit Qiagen (Hilden) 

Rapid DNA Ligation Kit Roche (Mannheim) 

TransIT®-293 Transfection Reagent Mirus (Madison, USA) 

3.1.6 Vektoren  

pLXIN modifiziert (Prof. Robinson, Cambridge, UK) 

pGEX-4T-1 (Amersham Pharmacia, Freiburg) 

p3xFLAG-CMV™-10 (Sigma Aldrich, Deisenhofen) 

pET-28b-µ1A (Prof. Höning, Köln) 

pET-28a-µ2 (Prof. Höning, Köln) 

pET28a-µ3A (Prof. Höning, Köln) 

3.1.7 siRNA 

Die siGENOME SMARTpool wurden von der Firma Dharmacon bezogen. 

Human AP1G1 (NM_001128) M-019183-01 

Human AP2A1 (NM_014203) M-012492-00 

Human AP3D1 (NM_003938) M-016014-02 

Human AP4E1 (NM_007347) M-021474-01 

siRNA gegen AP2A1 und AP2A2 wurden von dem Labor von Prof. Margaret S. 

Robinson (Universität Cambridge, UK) zur Verfügung gestellt. 

3.1.8 Primer  

CLN7 For: 5’-GTACTCGAATTCGCCACCATGGCCGGCCTGCGGAACGAA-3’ 

CLN7 Rev: 5’-TGGTCGCTCGAGTTATTCCTGAATCCTCCCATATCTTACAG-3‘ 

Mfsd8-F: 5′-TGGTGCATTAATACAGTCCTAGAATCC-3′ 

Mfsd8-R: 5′-CTAGGGAGGTTCAGATAGTAGAACCC-3′ 

15472-F: 5′-TTCCACCTAGAGAATGGAGCGAGATAG-3′ 

5-FRT-R: 5′-CCACAACGGGTTCTTCTGTT-3 
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3.1.9 Peptide 

Die CLN7-CT Peptide wurden von der Firma Innovative Peptide Solutions (Berlin) mit 

einem Reinheitsgrad > 95% synthetisiert. Zur chemischen Kopplung an den CM5 

Sensorchip wurden die Peptide N-terminal mit einem Cysteinrest synthetisiert. Ein 

Doppelvalin wurde als Spacersequenz eingefügt. 

CVV-YKRLIALSVRYGRIQE 

CVV-AKRLIALSVRYGRIQE 

CVV-YKRLIALSVRAGRIQE 

CVV-AKRLIALSVRAGRIQE 

3.1.10 Assays für quantitative Realtime PCR 

Gen (Protein) Assay (Primer und Sonde) 

Aktb (β-Aktin) Mm00607939_s1 

Ctsb (Cathepsin B) Mm01310506_m1 

Ctsd (Cathepsin D) Mm00515587_m1  

Ctsz (Cathepsin Z) Mm00517687_m1  

Ftl1 (Ferritin light chain 1) Mm03030144_g1 

Mfsd8 (Cln7) Exon 1/2 Mm01294801_m1  

Mfsd8 (Cln7) Exon 5/6 Mm00511384_m1 

Slc11a2 (proton-coupled divalent metal 

ion transporter 1) 

Mm00435363_m1 

Slc40a1 (ion regulated transporter) Mm00489837_m1 

3.1.11 Antikörper 

Tabelle 4 Primärantikörper 

Primärantikörper Spezies Verdünnung Hersteller 

AP1 γ Maus WB 1:1000 BD Biosciences 

(Heidelberg) 

AP2 α Maus WB 1:1000 BD Biosciences 

(Heidelberg) 

AP3 δ Maus WB 1:1000 BD Biosciences 

(Heidelberg) 
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AP4 ε Maus WB 1:500 BD Biosciences 

(Heidelberg) 

Beclin Kaninchen WB 1:1000 Santa Cruz (Santa 

Cruz, USA) 

Calbindin Maus IH: 1:400 Novocastra 

Cathepsin B 

(GT15047) 

Ziege WB 1:2000 Neuromics (Edina, 

USA) 

Cathepsin D Kaninchen IF 1:150 Prof. Hasilik 

(Marburg) 

Cathepsin D 

(sc6486) 

Ziege WB 1:500 Santa Cruz (Santa 

Cruz, USA) 

Cathepsin Z  

(AF1033)  

Ziege WB 1:250, IH 1:50 R&D Systems 

(Minneapolis, 

USA) 

Cln7 Kaninchen WB: 1:1000 (Damme et al, 

2014) 

c-Untereinheit der 

mitochondrialen 

ATP-Synthase 

Kaninchen WB 1:3000, 

IH 1:100 

Prof. Neufeld 

(UCLA, Los 

Angeles USA) 

FLAG (M2) Maus WB: 1:1000 Sigma-Aldrich 

(Deisenhofen) 

Gapdh Kaninchen WB 1:1000 Santa Cruz (Santa 

Cruz, USA) 

GFAP (M0761) Maus IH 1:200 Dako (Jena) 

HA (16B12) Maus FACS 1:500, 

IF 1:500, 

WB 1:1000 

Covance (London, 

UK) 

Iba-1 Kaninchen IH 1:1500 Wako (Neuss) 

Lamp 1 (1D4B) Ratte WB 1:500, 

IF 1:150, IH 1:50 

Hybridoma Facility 

(Iowa, USA) 

Lamp2 (abl93) Ratte WB 1:500 Hybridoma Facility 

(Iowa, USA) 

LC3b Kaninchen WB 1:3000 Sigma-Aldrich 

(Deisenhofen) 

NeuN Maus IH 1:50 Merck Millipore 

(Darmstadt) 

P62 (SQSTM1) Kaninchen WB 1:1000, 

IH 1:200 

MBL International 

Corporation 

(Woburn, USA) 
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Saposin D Ziege WB 1:1000, 

IH 1:1000 

Prof. Sandhoff 

(Universität Bonn) 

Ubiquitin (P4D1) Maus WB 1:1000, 

IH 1:200 

Cell Signaling 

(Danvers, USA) 

α-Tubulin (T9026) Maus WB: 1:2000 Sigma-Aldrich 

(Deisenhofen) 

β-Tubulin (E7) Maus WB 1:3000 Hybridoma Facility 

(Iowa, USA) 

 

Tabelle 5 Sekundärantikörper 

Sekundärantikörper Verdünnung Hersteller 

Histofine® Simple StainTM 

MAX PO (Kaninchen) 

IH: unverdünnt Nichirei Biosciences Inc. 

(Tokyo, Japan) 

Histofine® Simple StainTM 

MAX PO (Maus) 

IH: unverdünnt Nichirei Biosciences Inc. 

(Tokyo, Japan) 

Histofine® Simple StainTM 

MAX PO (Ziege) 

IH: unverdünnt Nichirei Biosciences Inc. 

(Tokyo, Japan) 

Kaninchen Anti-Ziege IgG 

HRP 

WB 1:3000 Dianova (Hamburg) 

Ziege Anti-Kaninchen IgG 

HRP 

WB 1:5000 Dianova (Hamburg) 

Ziege Anti-Maus Alexa 

Fluor® 647 

FACS 1:500 Life Technologies 

(Darmstadt) 

Ziege Anti-Maus IgG HRP WB 1:3000 Dianova (Hamburg) 

Ziege Anti-Ratte Alexa 

Fluor® 488 

IF 1:1000 Life Technologies 

(Darmstadt) 

Ziege Anti-Ratte IgG HRP WB 1:3000 Dianova (Hamburg) 

3.1.12 Enzyme 

Enzym Hersteller 

EcoRI Thermo Scientific (Braunschweig) 

Peptide-N-glycosidase F (PNGase F)  Roche (Mannheim) 

Xho I Thermo Scientific (Braunschweig) 
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3.1.13 DNA- und Molekulargewichtsmarker 

GeneRulerTM 1 kb DNA-Standard, PageRulerTM Prestained Molekulargewichtsstandard 

(Thermo Scientific, Braunschweig) 

3.1.14 Säule 

HiLoad 16/60 Superdex 200 pg 

3.1.15 Zelllinien und Kulturmedien 

HEK293T (human embryonic kidney)- und HeLa (Henrietta Lacks)-Zellen wurden von 

der American Type Culture Collection (ATCC) bezogen. Phoenix-Zellen wurden vom 

Labor von Prof. Margaret S. Robinson in Cambridge zur Verfügung gestellt. 

HEK293T-, HeLa-, Phoenix-Zellen und embryonale Mausfibroblasten wurden in 

Kulturmedium bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert: 

 Kulturmedium: DMEM, 10 %  FKS und 100 IU/ml Penicillin, 50 mg/ml 

Streptomycin, 1 x GlutaMAXTM 

Medium/ Reagenz Hersteller 

DMEM Life Technologies (Darmstadt) 

DMEM ohne Methionin und Glutamin MP Biomedicals (Ohio, USA) 

Fötales Kälberserum (FKS) GE Healthcare (München) 

GlutaMAXTM (100 x) Life Technologies (Darmstadt) 

Opti-MEM® Life Technologies (Darmstadt) 

Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml Pen 

und 10 mg/ml Strep) 

Life Technologies (Darmstadt) 

Phosphate-buffered saline (PBS) Life Technologies (Darmstadt) 

Trypsin/EDTA Life Technologies (Darmstadt) 

3.1.16 Bakterienstämme und Kulturmedien 

BL21, Top10 

 LB-Medium: 10 g/l Trypton/Pepton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl 

 LB-Platten: 15 g/l Agar in LB-Medium  

 2YT Medium: 16 g/l Trypton/Pepton, 10 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl , pH 7,0 

Antibiotikumzugabe nach Bedarf: 100 μg/ml Carbenicillin, 50 μg/ml Kanamycin 
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3.1.17 Software 

Software Hersteller 

Adobe Photoshop 7.0 Adobe (München) 

BLAST® National Library of Medicine (Bethesda, 

USA) 

Corel Draw X5 Corel (Unterschleißheim) 

Endnote X3 Thomson Reuters (Frankfurt a. Main) 

FinchTV v1.4.0 Geospiza, Inc. (Seattle, USA) 

FlowJo FlowJo Enterprise (Ashland, USA) 

GraphPad PRISM  GraphPad Software (La Jolla, USA) 

Image LabTM Bio-Rad (München) 

Leica Confocal Software v2.61 Leica (Wetzlar) 

Microsoft Office 2013 Microsoft (Redmond, USA) 

MxPro-qPCR Software Agilent Technologies (Waldbronn) 

Quantity One v4.6.7 Bio-Rad (München) 
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 Molekularbiologische Methoden 

3.2.1 Transformation von Escherichia coli (E. coli)-Zellen mit Plasmid-DNA 

50 µl kompetente E. coli Top10- bzw. E. coli BL21- Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit 

2 µl Ligationsansatz oder 50 ng Plasmid-DNA versetzt und für 30 min auf Eis inkubiert. 

Danach wurde die Zellsuspension für 45 sek bei 42 °C (Hitzeschock) inkubiert und sofort 

für 5 min auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 500 µl LB-Medium wurden die Zellen für 

1 h bei 37 °C und 250 rpm geschüttelt. Aliquots des Transformationsansatzes wurden auf 

einer LB-Platte, die Carbenicilin bzw. Kanamycin enthielt, ausplattiert und über Nacht 

bei 37 °C inkubiert. Zur längeren Aufbewahrung wurden die LB-Platten mit Parafilm 

verschlossen und bei 4 °C gelagert. 

3.2.2 Aufreinigung von Plasmid-DNA  

 Zur Aufreinigung hochreiner Plasmid-DNA wurden das GeneJet®-Plasmid-

Minipräparationskit und das QIAquick®-Plasmid-Midipräparationskit nach den 

Herstellerangaben verwendet. 

3.2.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 

Für die Amplifizierung von DNA-Sequenzen wurde das Phusion High-Fidelity PCR Kit 

verwendet. Die Phusion DNA-Polymerase besitzt aufgrund ihrer 3‘→5‘ Exonuklease-

Aktivität eine Korrekturlese-Funktion und ist daher für die genaue Amplifizierung und 

anschließende Klonierung von PCR-Fragmenten geeignet. Folgender PCR-Ansatz wurde 

in 200 µl Reaktionsgefäße pipettiert. 

Reagenz Volumen/Menge 

5 x Phusion HF Buffer 10 µl 

10 mM dNTPs 1 µl 

Primer A 0,5 µM 

Primer B 0,5 µM 

cDNA 50 ng 

Phusion DNA Polymerase 0,5 µl 

ddH2O auf 50 µl 
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Folgendes PCR-Programm wurde mit dem PeqSTAR Thermocycler gestartet: 

Temperatur Dauer Zyklen 

98 °C 30 sek 1 

98 °C 10 sek  

35 60-75 °C 30 sek 

72 °C 1 min/kb 

72 °C 10 min 1 

Zur Überprüfung der Längen der amplifizierten PCR-Produkte und der erzielten 

Ausbeuten wurde eine Agarose-Gelelektrophorese zusammen mit einem DNA-

Längenstandard durchgeführt.  

3.2.4 Agarose-Gelelektrophorese 

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten oder PCR-Produkten wurde Agarose (1-2 % 

w/v) in TAE-Puffer aufgekocht, mit Ethidiumbromid (Endkonzentration 0,5 µg/µL) 

versetzt und in eine horizontale Gelkammer gegossen. Die DNA-Proben wurden mit 6x 

Loading Dye gemischt, auf das Agarosegel aufgetragen und bei 120 V für 20-30 min 

elektrophoretisch aufgetrennt. Ethidiumbromid bindet an DNA, wodurch diese unter UV-

Licht mit Hilfe der Geldokumentationsanlage sichtbar gemacht werden kann. 

GeneRulerTM 1 kb wurde als DNA-Längenstandard verwendet. 

 TAE-Puffer: 20 mM Essigsäure, 2 mM EDTA, 40 mM Tris/HCl pH 8,5 

3.2.5 DNA-Extraktion aus Agarosegelen 

DNA-Banden wurden unter UV-Licht mit dem Skalpell herausgeschnitten. Die DNA 

wurde mit dem GeneJetTM-Gelextraktionskit nach den Herstellerangaben extrahiert. 

3.2.6 Restriktionsspaltung 

Restriktionsenzyme schneiden doppelsträngige DNA an spezifischen palindromischen 

DNA-Sequenzen und erlauben die Klonierung von DNA- und PCR-Fragmenten in 

Plasmid-DNA. Zur Restriktionsspaltung von Vektor-DNA oder PCR-Produkten wurden 

pro Ansatz ca. 0,1 -2 µg DNA und 0,5-2 U Enzym in einem Reaktionsvolumen von 20 µl 

eingesetzt und für 1 h bei 37 °C inkubiert. Zur Kontrolle der Restriktionsspaltung wurde 

ein Aliquot des Ansatzes zusammen mit einem DNA-Längenstandard auf einem 
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analytischen Agarosegel aufgetrennt und die Basenpaarlängen der DNA-Fragmente 

bestimmt.  

Reagenz Volumen/Menge 

DNA 0,5-1 µg 

10 x FastDigest®-Puffer 2 µl 

Restriktionsenzym(e) 1 µl 

ddH2O auf 20 µl 

3.2.7 Ligation 

DNA-Fragmente wurden mit dem Rapid DNA Ligation Kit nach folgendem 

Pipettierschema ligiert: 

Reagenz Volumen/Menge 

Vektor-DNA 30 ng 

DNA-Fragment 3 x molarer Überschuss 

Ligase (1 Unit/µl) 1 µl 

2 x Ligation Buffer 10 µl 

ddH2O auf 20 µl 

 

Der Reaktionsansatz wurde für 5 min bei RT inkubiert und 2 µl davon in kompetente 

E. coli Top10 Zellen transformiert. 

3.2.8 Sequenzierung von DNA 

DNA-Sequenzierungen wurden von den Firmen Seqlab (Göttingen) und Source 

Biosciences (Cambridge, Großbritannien) durchgeführt. Für die DNA-Sequenzierung 

von Seqlab wurde eine Mischung von 1,2 µg Plasmid-DNA bzw. 125-375 ng PCR-

Produkt mit 30 pmol des Sequenzierungsprimers in einem Endvolumen von 15 µl 

versendet. Für DNA-Sequenzierungen bei Source Biosciences wurden 100 ng Plasmid-

DNA und 3,2 µM Sequenzierungsprimer in einem Volumen von je 5 µl in separaten 

Reaktionsgefäßen verschickt. 
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3.2.9 Genotypisierung von Cln7 (tm1a/tm1a) und Cln7 (-/-) Mäusen  

Die Isolierung von chromosomaler DNA aus Mausschwanzbiopsien, Mausembryonen 

und embryonalen Fibroblasten und dessen Genotypisierung erfolgte mit dem KAPA 

Mouse Genotyping Hot Start Kit nach den Herstellerangaben. Für die Genotypisierung 

der Mäuse mit tm1a-Allel wurden die Primer Mfsd8-F, Mfsd8-R und 5-FRT-R und für die 

Mäuse mit tm1d-Allel die Primer Mfsd8-F, Mfsd8-R und 15472-F verwendet. Folgendes 

PCR-Programm wurde mit dem PeqSTAR Thermocycler gestartet: 

Temperatur Dauer Zyklen 

95 °C 3 min 1 

95 °C 15 sek  

35 55 °C 15 sek 

72 °C 30 sek 

72 °C 5 min 1 

 

Die Längen der amplifizierten PCR-Produkte wurden durch den Vergleich mit einem DNA-

Längenstandard auf einem 1,5 %-igen Agarosegel analysiert. 

3.2.10 Isolierung von RNA aus Gewebe 

Die Isolierung von RNA aus Gewebe erfolgte mit dem Trizol Reagent von Life 

Technologies nach den Herstellerangaben. Ca. 50 mg Gewebe wurden mit dem Dounce-

Homogenisator mit 40 Hüben homogenisiert. 

3.2.11 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsäurelösungen 

Die photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäurelösungen wurde mit 

dem NanoDrop durchgeführt. Dieser misst die Extinktion der Nukleinsäuren bei 260 nm. 

Bei doppelsträngiger DNA entspricht die Extinktion OD260 = 1 der DNA-Konzentration 

50 µg/mL und der RNA-Konzentration 40 µg/mL. Der Quotient der Extinktionen 

OD260/OD280 ist ein Wert für die Reinheit der Nukleinsäurelösung und sollte für DNA bei 

1,8-2,0 und für RNA bei 2,0 liegen. 
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3.2.12 Herstellung von cDNA  

Die Synthese von cDNA erfolgte mit dem High-Capacity cDNA Reverse Transkriptasekit 

nach den Herstellerangaben. Vorher wurde auf einem 1 %-igen Agarosegel überprüft, 

dass die RNA nicht degradiert war. Für die reverse Transkription wurde folgendes 

Temperaturprofil im PeqSTAR Thermocycler (Peqlab) verwendet: 

Temperatur Dauer 

25 °C 10 min 

37 °C 120 min 

85 °C 5 min 

3.2.13 Quantitative Realtime PCR  

Die quantitative Realtime PCR beruht auf dem Prinzip der Polymerasenkettenreaktion 

und misst zusätzlich die Menge des synthetisierten DNA-Produkts in Echtzeit. Hierfür 

wurden TaqMan®-Genexpressionsassays verwendet. Jeder Assay beinhaltet ein 

Primerpaar (forward und reverse) innerhalb des Zielgens und eine TaqMan®-Sonde, die 

spezifisch zwischen forward- und reverse-Primer an die cDNA bindet. Die TaqMan®-

Sonde ist am 5‘-Ende mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff und am 3‘-Ende mit 

einem nicht fluoreszierenden Quencher markiert. Die TaqMan®-Polymerase besitzt eine 

zusätzliche 5‘-3‘ Nukleaseaktivität und setzt bei Erreichen der Sonde die Reporter-

Fluoreszenz frei. Diese verhält sich proportional zur synthetisierten DNA-Menge. Der 

Zyklus, indem die detektierte Fluoreszenz signifikant über den Hintergrundwert steigt, 

definiert den CT-Wert (cycle of treshold). Folgender Reaktionsansatz wurde in dreifacher 

Ausführung pipettiert: 

Reagenz Volumen/Menge 

2x TaqMan® Gene Expression Master Mix 10 µl 

TaqMan® Gene Expression Assay 1 µl 

cDNA 2 µl 

dd H2O 7 µl 

 

Folgendes Programm wurde für die Realtime PCR gestartet: 

Temperatur Dauer Zyklen 
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95 °C 10 min 1 

95 °C 15 sek 40 

60 °C 1 min 

  

Die Analyse der Fluoreszenzintensität erfolgte durch den Fluoreszenzdetektor 

MX3000PTM. 

Für die Auswertung der Daten wurde zunächst der ΔCT-Wert berechnet, wobei als 

Standardwert β–Aktin gemessen wurde: ΔCT  = CT (Gen) - CT (Standard) 

Danach wurde die Differenz zur Kontrollgruppe gebildet (z.B. zum Wildtyp):  

ΔΔCT = ΔCT (1) - ΔCT (2), um schließlich aus dem ΔΔCT-Wert die relative Expression 

nach folgender Formel zu berechnen: relative Expression (1/2) = 2-ΔΔCT 

 Zellbiologische Methoden 

3.3.1 Kultivierung von Zelllinien 

Zelllinien wurden in Zellkulturflaschen kultiviert und zwei bis drei Mal wöchentlich 

passagiert, wenn eine Konfluenz von 80-100 % erreicht war. Dafür wurde das Medium 

abgesaugt, die Zellen mit 10 ml PBS gewaschen und mit 1 ml Trypsin/EDTA bei 37 °C 

inkubiert, bis sich alle adhärenten Zellen abgelöst hatten. Zur Inhibition von Trypsin 

wurden 9 ml Kulturmedium zu der Zellsuspension pipettiert und durch mehrmaliges Auf- 

und Abpipettieren vereinzelt. Je nach Zelllinie wurden sie im Verhältnis 1:10 – 1:3 in 

frischem Kulturmedium verdünnt und bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Alle Arbeiten 

fanden in einer Sterilwerkbank und mit sterilen Materialien statt. 

3.3.2 Kryokonservierung von Zellen 

Um Zellen über einen längeren Zeitraum zu lagern, wurden sie in flüssigem Stickstoff 

aufbewahrt. Zum Einfrieren wurden sie mit 10 ml PBS gewaschen und mit 1 ml Trypsin 

bei 37 °C inkubiert, bis sich alle Zellen lösten. Zum Abstoppen der Trypsinreaktion wurde 

die Zellsuspension in 10 ml Kulturmedium aufgenommen, in ein 15 ml-

Zentrifugenröhrchen überführt und für 5 min bei 900 x g zentifugiert. Das Zellpellet 

wurde in 1-5 ml Einfriermedium aufgenommen, auf Kryoröhrchen verteilt und zunächst 

in einem mit Isopropanol befüllten Einfrierbehälter auf -80 °C heruntergekühlt. Für eine 
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Langzeitlagerung wurden die Zellen in flüssigem Stickstoff aufbewahrt. Zum Auftauen 

wurden die Zellen in 10 ml Kulturmedium aufgenommen, in ein 15 ml 

Zentrifugenröhrchen gegeben und bei 900 x g 5 min zentrifugiert. Der Überstand 

inklusive DMSO wurde abgesaugt und das Zellpellet zur Kultivierung in frischem 

Kulturmedium aufgenommen. 

 Einfriermedium: 10 % (v/v) DMSO in FKS 

3.3.3 Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen mit small interfering RNA 

(siRNA)  

Bei der RNA-Intereferenz wird synthetisch hergestellte siRNA in eukaryotische Zellen 

durch Lipofektion eingebracht, um eine bestimmte Ziel-mRNA möglichst quantitativ 

herunterzuregulieren. Die transiente Transfektion von siRNA wurde mit Lipofectamine®   

der Transfektionsansatz nach Erreichen einer 50-70 %-igen Konfluenz tröpchenweise auf 

den Zellen verteilt. 48 Stunden nach Beginn der ersten Transfektion wurden die Zellen 

passagiert und erneut mit siRNA transfiziert. Falls erforderlich wurde 

Expressionsvektoren 72 Std. nach Beginn der ersten siRNA-Transfektion transfiziert und 

die Zellen nach 96 h analysiert. Als Negativkontrolle wurde non-target siRNA. Die 

siRNA-Transfektionseffizienz und die Herunterregulierung des Zielproteins wurden 

Western-Blot-Analysen durchgeführt.  

Petrischale RNA Optimem Lipofectamin 

2000 

Optimem Kulturmedium  

12 well 50 pmol 95 µl 2,5 µl 95 µl 800 µl 

3,5 cm 100 pmol 195 µl 5 µl 195 µl 1,6 ml 

 

3.3.4 Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen mit Expressionsvektoren  

Für die transiente Transfektion von adhärenten Zellen wurde das jetPEITM-

Transfektionsreagenz nach den Herstellerangaben verwendet. Zellen wurden ausplattiert 

und bei einer Konfluenz von ca. 80 % je nach Größe der Petrischale mit verschiedenen 

Mengen an DNA und jetPEITM  transfiziert. 

Petrischale DNA NaCl jetPEITM NaCl Kulturmedium  

3,5 cm 3 µg auf 100 µl 6 µl auf 100 µl 1,8 ml 
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6 cm 5 µg auf 250 µl 10 µl auf 250 µl 4,5 ml 

10 cm 10 µg auf 250 µl 20 µl auf 250 µl 10,5 ml 

3.3.5 Transduktion von Zellen 

Zur effizienten Herstellung stabil exprimierender Zellen wurde eine retrovirale 

Transduktionsmethdoe verwendet. Dies wurde im Labor von Prof. Margaret S. Robinson 

in Cambridge, Großbritannien durchgeführt. Für die Herstellung des Retrovirus wurden 

als Verpackungszelllinie Phoenix-Zellen verwendet (Prof. Garry Nolan, Stanford 

University, USA). Sie basieren auf HEK293T-Zellen, kodieren jedoch zusätzlich für die 

retroviralen Proteine gag (group specific antigen), env (envelope) und pol (polymerase). 

Phoenix-Zellen wurden in Kulturmedium kultiviert und mit dem TransIT®-293 

Transfection Reagent nach den Herstellerangaben transfiziert. Als retrovirale 

Expressionsvektoren wurden pLXIN-CLN7-HA lum und pLXIN-CLN7-HA lum L13L14-

AA, die eine G418, Geneticin®-Resistenz besitzen, verwendet. Die Virusproduktion fand 

zunächst für 24 h bei 37 °C und dann für 24 h bei 33 °C statt. Für die Transduktion wurde 

der virale Überstand durch einen Spritzenvorsatzfilter (Durchmesser 0,45 µm) gegeben 

und mit 50 µg/ml Polybrene versetzt, um die Transduktionseffizienz zu erhöhen. Es 

wurden je 2 ml viraler Überstand auf die zu transduzierenden HeLa-Zellen pipettiert. 

Diese wurden vorher auf eine 3,5-cm Petrischale ausplattiert und das Medium für die 

Transduktion abgesaugt. Nach 48 h fand eine einwöchige Selektion der Zellen mit G418, 

Geneticin® statt. Anschließend wurde die Proteinexpression mittels Immunfluoreszenz 

und Western-Blot-Analyse überprüft. 

3.3.6 Immunfluoreszenz-Analysen von kultivierten Zellen 

Zunächst wurden Glasdeckgläschen (Durchmesser: 12 mm) durch Einlegen in 70% 

Ethanol sterilisiert und in 24 well Petrischalen gelegt. Adhärente Zellen wurden 

auplattiert und je nach Fragstellung mit einer Konfluenz von 60 % transient transfiziert 

oder fixiert. Zur Fixierung wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und bei RT für 

20 min mit 4 % PFA in PBS inkubiert. Um freie Aldehydgruppen des PFA zu quenchen, 

wurden die Zellen für 5 min mit 50 mM NH4Cl inkubiert, anschließend für 10 min mit 

PBS-Sap permeabilisiert und wiederum für 30 min in PBS-Sap-BSA inkubiert, um 

unspezifischer Epitope zu blockieren. Die Primärantikörper wurden in PBS-Sap-BSA 
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verdünnt (Tabelle 4) und für 1 Std. bei RT auf die Zellen gegeben. Anschließend wurden 

die Deckgläschen drei Mal mit PBS-Sap-BSA gewaschen und die Fluorochrom-

gekoppelten Sekundärantikörper in PBS-Sap-BSA (Tabelle 5) 30 min auf den Zellen 

inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS-Sap wurden zur Darstellung der 

Zellkerne die Zellen für 5 min mit DAPI (2 µg/ml in PBS) inkubiert. Die Zellen wurden 

mit PBS gewaschen, mit Aqua-Poly/Mount® eingebettet und über Nacht getrocknet. Die 

fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden mit den Konfokalmikroskop Leica DM 

IRE2 unter Verwendung der Argonionen-Laser (Anregungswellenlängen: 488nm) und 

HeNe-Laser (Anregungswellenlänge: 543nm) durchgeführt. Die Überlagerung der Bilder 

wurde mit Adobe Photoshop 7.0 durchgeführt. 

 4 % PFA, PBS 

 PBS-Sap: 0,1 % Saponin, PBS 

 PBS-Sap-BSA: 3 % BSA, 0,1 % Saponin, PBS 

3.3.7 Messung der Zelloberflächenkonzentration von Proteinen durch FACS-

Analyse 

Um die Oberflächenlokalisation von Proteinen zu quantifizieren, wurden die Zellen 

einmal mit PBS gewaschen, mit 1 ml Trypsin bei 37 °C inkubiert und in 5-10 ml 

Kulturmedium aufgenommen, um sie in ein 15 ml Zentrifugenröhrchen zu überführen. 

Nach einer Zentrifugation für 5 min bei 900 x g wurde das Medium abgesaugt, die Zellen 

in 100 µl PBS aufgenommen und auf eine 96-Well-Platte transferiert. Nach einem 

zusätzlichen Waschschritt mit PBS wurde mit 0,5 % BSA/PBS für 20 min blockiert, um 

unspezifische Antikörperbindung zu verringern. Danach erfolgte die Inkubation des in 

0,5 % BSA/PBS verdünnten Primärantikörpers (Tabelle 4) für 20 min auf Eis. Die Zellen 

wurden drei Mal mit 200 µl eiskaltem PBS gewaschen und mit dem Alexa-Fluor®-647-

gekoppelten Zweitantikörper (Tabelle 5) in 0,5 % BSA/PBS für 20 min unter 

Lichtausschluss inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS wurde das Zellpellet in 

300 µl PBS aufgenommen, in ein FACS-Röhrchen überführt und mittels FACS Canto II 

analysiert. 
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 Biochemische Methoden 

3.4.1 Herstellung von Membranlysaten aus Gewebe/ Zellen 

Gewebe/ Zellpellets wurden in 5-fachem Volumen Homogenisierungspuffer mit einem 

Dounce-Homogenisator (40 Hübe) homogenisiert und bei 4 °C und 1000 x g für 5 min 

zentrifugiert. Der Überstand wurde bei 20 000 x g für 10 min zentrifugiert. Das Zellpellet 

wurde je nach Größe in 50-200 µL Lysispuffer aufgenommen, resuspendiert und 30 min 

auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Homogenate 10 min bei 20 000 x g 

zentrifugiert und der Überstand in ein neues 1,5 mL Reaktionsgefäß überführt. 

 Homogenisierungspuffer: 250 mM Sukrose, 1 mM EDTA, 10 mM 

Natriumphosphatpuffer, Proteaseinhibitor 

 Lysispuffer: 1 % Triton X-100, 1 mM EDTA, 50 mM Tris/HCl pH 7,4, 

Proteaseinhibitor 

3.4.2 Herstellung von Triton X-100-löslichen und -unlöslichen Lysaten aus 

Gewebe  

Gewebe wurde in 5-fachem Volumen Sukrosepuffer mit einem Dounce-Homogenisator 

(40 Hübe) homogenisiert und bei 4 °C und 1000 x g für 5 min zentrifugiert. Der 

Überstand wurde mit der gleichen Menge Triton X-100/PBS versetzt und 30 min auf Eis 

inkubiert. Zur Auftrennung in die Triton X-100 löslichen und -unlöslichen Fraktionen 

wurde eine Zentrifugation bei 13 000 x g für 15 min angeschlossen. Der Überstand 

(lösliche Fraktion) wurde in ein neues 1,5 mL Reaktionsgefäß überführt und das Pellet 

zunächst in PBS gewaschen und schließlich in SDS/ PBS-Puffer gelöst. Dabei wurde die 

Menge an SDS/ PBS-Puffer an die Proteinkonzentration der löslichen Fraktion angepasst. 

 Sukrosepuffer: 250 mM Sukrose, 1 mM EDTA, 50 mM Tris/ HCl pH 7,4, 

Proteaseinhibitor 

 Triton X-100/PBS: 1 % Triton X-100, PBS 

 SDS/ PBS-Puffer: 2 % SDS, PBS 

3.4.3 Herstellung von RIPA-Fraktionen aus Gewebe  

Für Western-Blot-Analysen von Prosaposin, Saposin D und Lamp1 wurden RIPA-

Fraktionen aus Gewebe hergestellt (Götzl et al, 2014). Dazu wurde das Gewebe in 5-
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fachem Volumen HS-Puffer mit einem Dounce-Homogenisator (40 Hübe) homogenisiert 

und bei 4 °C und 14 000 x g für 30 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen 

und das Pellet je nach Größe in 100-300 µl RIPA-Puffer resuspendiert und in der 

Ultrazentrifuge bei 100 000 x g für 30 min zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein 

1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und mittels Tris-Tricin-Gelelektrophorese aufgetrennt.  

 HS-Puffer (high salt): 0,5 M NaCl, 5 mM EDTA, 1 mM DTT, 10% Sukrose, 

10 mM Tris/ HCl pH 7,5, Proteaseinhibitor  

 RIPA-Puffer: 150 mM NaCl, 1 % NP40, 0,05 % Triton X-100, 0,5 % Natrium-

Desoxycholat, 2,5 mM ETDA, 20 mM Tris/ HCl pH 7,4 

3.4.4 Herstellung von Lysaten aus Zellen 

Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen, abgeschabt und in PBS bei 1000 x g für 5 min 

abzentrifugiert. Das Pellet wurde je nach Größe in 50-300 µL Lysispuffer resuspendiert 

und für 30 min auf Eis inkubiert, wobei regelmäßig gevortext wurde. Das Homogenat 

wurde anschließend bei 16 000 x g zentrifugiert und der Überstand in ein neues 1,5 mL 

Reaktionsgefäß überführt. 

 Lysispuffer: 1 mM EDTA, 1 % Triton X-100, 50 mM Tris/HCl pH 7,5, 

Proteaseinhibitor 

3.4.5 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Für die Bestimmung der Proteinkonzentration in Lösungen wurde der auf der Bradford-

Methode basierende Bio-Rad Protein Assay nach Herstellerangaben verwendet. Um eine 

Eichgerade zu erstellen, wurde die Extinktion bei 595 nm von BSA-Reaktionsansätzen 

verschiedener bekannter Proteinmengen (0, 5, 10, 15 und 20 µg) gemessen. 

3.4.6 SDS-Polyakrylamidgelektrophorese (SDS-PAGE)  

Für die Auftrennung von Proteinen über die SDS-PAGE wurden je nach molekularer 

Masse des zu analysierenden Proteins ein 8-15 %-iges diskontinuierliches Acrylamidgel 

unter Verwendung des PerfectBlue Doppelgelsystem Twin M gegossen. SDS bindet an 

Proteine und verleiht ihnen eine konstant negative Ladung, wodurch sie durch Anlegen 

einer elektrischen Spannung aufgetrennt werden können. Die Proteine wurden durch 

Aufkochen mit Solubilisierungspuffer für 5 min bei 95 °C (für CLN7 für 10 min bei 
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37 °C) denaturiert. Zusätzlich wurden durch Zugabe von DTT (reduzierende 

Bedingungen) die Disulfidbrücken reduziert. Es wurden 50-200 µg Protein aufgetragen 

und das Gel bei konstanten 50 mA laufen gelassen. Als Größenmarker diente der 

PageRulerTM
 Prestained Molekulargewichtstandard (Thermo Scientific, Braunschweig). 

 Trenngel: 8-12 % Acrylamid, 0,1 % SDS, 0,08 % APS, 0,08 % TEMED, 375 mM 

Tris/HCl pH 8,8 

 Sammelgel: 4 % Acrylamid, 0,1 % SDS, 0,1 % APS, 0,1 % TEMED, 125 mM 

Tris/HCl pH 6,8 

 Solubilisierungspuffer (Endkonzentration): 1 % SDS, 10 % Glycerin, 

Coomassie® Blue R, 100 mM DTT, 125 mM Tris/HCl pH 6,8 

 Anodenpuffer: 192 mM Glycin, Tris/HCl pH 8,6 

 Kathodenpuffer: 192 mM Glycin, 0,1 % SDS, 25 mM Tris/HCl pH 8,6 

3.4.7 Tris-Tricin-Gelelektrophorese 

Für eine bessere elektrophoretische Auftrennung von Proteinen über Tris-Tricin-Gele 

wurden folgende Komponenten verwendet: 

 Trenngel: 12,5 % Acrylamid, 0,1 % SDS, 1 % Glycerin, 0,025 % APS, 0,07 % 

TEMED, 1 M Tris/HCl pH 8,45 

 Sammelgel: 4 % Acrylamid, 0,3 % SDS, 0,04 % APS, 0,16 % TEMED, 0,7 M 

Tris/HCl pH 8,45 

 Solubilisierungspuffer (Endkonzentration): 4 % SDS, 12 % Glycerin, 

Coomassie® Blue R, 0,1 mM β-Mercaptoethanol, 50 mM Tris/HCl pH 6,8 

 Anodenpuffer: 200 mM Tris/HCl, pH 8,9 

 Kathodenpuffer: 100 mM Tris, 100 mM Tricin, 0,1 % SDS 

3.4.8 Deglykosylierung von Proteinen 

Für die Abspaltung von N-glykosidisch verbundenen Glykanen an Glykoproteinen, 

wurde eine in vitro Enzymreaktion mit Peptid N-Glykosidase F (PNGase F) angesetzt. 

Hierfür wurden 200 µg Proteinlysat mit Proteaseinhibitor und 0,5 % SDS 

(Endkonzentration) versetzt. Die Reaktion wurde für 10 min bei 50 °C inkubiert und 

anschließend mit NP40 (1 %Endkonzentration) versetzt. Für die enzymatische 
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Deglykosilierung wurden 3 Einheiten PNGase F hinzugegeben und für 3 h bei 37 °C 

inkubiert. Die Proben wurden durch SDS-PAGE analysiert. 

3.4.9 Expression von Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusionsproteinen 

Für die Expression von GST-Fusionsproteinen wurden mit einer transformierten E.coli-

Einzelkolonie (BL21) 5 ml LB-Medium (100 µg/ml Ampicillin) einer Vorkultur 

angeimpft, über Nacht bei 37 °C geschüttelt und am nächsten Tag in 250 ml 2YT-

Medium (100 µg/ml Ampicillin) überführt. Die Bakterienkultur wurden solange bei 

37 °C und 250 rpm geschüttelt, bis die OD600 = 0,5 betrug und die Proteinexpression 

durch Zugabe von 0,1 mM IPTG (Endkonzentration) induziert werden konnte. Nach einer 

weiteren 4 h-Inkubation bei 37 °C wurden die Bakterienzellen bei 5000 x g und 4 °C für 

10 min abzentrifugiert und das Pellet für die Glutathion-Agarose-Affinitätsaufreinigung 

verwendet. 

3.4.10 Affinitätsaufreinigung von GST-Fusionsproteinen 

Das Bakterienpellet wurde in 40 ml eiskaltem Lysepuffer resuspendiert, für 30 min bei 

4 °C gerührt und 3 x 10 s mit Ultraschall behandelt. Die Bakteriensuspension wurde mit 

0,1 mg/ml DNase I 20 min bei 4 °C inkubiert und anschließend bei 10 000 x g für 10 min 

zentrifugiert. Der Überstand wurde mit 1 ml 50 % Glutathion-Agarose 1 h bei 4 °C auf 

dem Drehrad inkubiert und bei 500 x g für 10 min zentrifugiert. Die Agarose wurde 3 x 

mit je 20 ml eiskaltem Waschpuffer gewaschen und dann mit Solubilisierungspuffer 

aufgekocht. Die Proben wurden über SDS-PAGE aufgetrennt und über Coomassie-

Färbung und Western-Blot-Analyse visualisiert. 

 Lysepuffer: 1 mg/ml Lysozym, 25 % Sukrose, 1 % Triton X-100, 1 mM EDTA, 

1 mM PMSF 

 Waschpuffer: 1 % Triton X-100, 1 mM PMSF, PBS 

 Elutionspuffer: 15 mM reduziertes Glutathion, 50 mM Tris/HCl pH 8,0 

3.4.11 GST-Pulldown-Analysen 

Zur Herstellung der HEK293T-Lysate wurden ca. 30 konfluent gewachsene 10 cm Platten 

2 x mit eiskaltem PBS gewaschen, in 5 ml eiskaltem PBS auf Eis abgeschabt und für 5 

min bei 1.000 x g zentrifugiert. Die Zellpellets wurden in 2 mL eiskaltem GST-Lysepuffer 
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lysiert und für 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation für 30 min bei Vmax und 

4°C wurden die Überstände abgenommen und die Proteinkonzentration bestimmt. Zur 

Abschätzung der Konzentration von GST bzw. GST-Fusionsproteinen auf der 

Glutathion-Agarosematrix wurden 10 bzw. 20 µl Beads zusammen mit BSA-Standards 

(7,5 µg; 15 µg; 30 µg) durch SDS-PAGE (Acrylamid-Konzentration: 10%) aufgetrennt 

und durch Coomassie Blue gefärbt. Für die Kopräzipitations-Analysen wurden Protein 

LoBind Tubes eingesetzt, um unspezifische Bindung an die Kunststoffoberflächen zu 

vermeiden. Für die Kopräzipitationen wurden ca. 100 µg GST bzw. GST-CLN7-NT/CT 

Fusionsproteine an Glutathion-Agarose Matrix gekoppelt und mit 300 µl HEK293T-

Lysat (entspricht ca. 2,5 mg Gesamtprotein) für 2 Stunden bei 4°C auf dem Drehrad 

inkubiert. Nach Abnehmen der Überstände wurden die Agarose-Beads 2 x mit 1000 µl 

eiskaltem GST-Waschpuffer gewaschen. Nach vollständiger Abnahme der Überstände 

wurde die Matrix zur Elution interagierender Proteine für 5 Minuten in 2 x 

Solublilisierungspuffer unter reduzierenden Bedingungen bei 95°C gekocht. Die Eluate 

und 10 % der eingesetzten Menge an HEK293T-Lysat (ca. 250 µg Gesamtprotein) 

wurden unter reduzierenden Bedingungen durch SDS-PAGE (Acrylamid-Konzentration: 

10%) aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und durch AP1γ-, AP2α- und AP3δ-

Western-Blot analysiert.  

 GST-Lysepuffer: 0,5% Triton X-100, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, PBS 

 GST-Waschpuffer: PBS, 0,1% TX100 

3.4.12 Western-Blot-Analyse 

Um Proteine via Antikörper nachzuweisen wurden sie aus dem Gel auf eine 

Nitrozellulosemembran transferiert. Es wurde der PerfectBlue™ 'Semi-Dry'-

Elektroblotter nach den Herstellerangaben verwendet, wobei eine konstante Stromstärke 

von 300 mA für 90 min angelegt wurde. Um eine gleichmäßige Ladung zu überprüfen 

wurde die Nitrozellulosemembran für 5 min mit Ponceau S angefärbt und mit H2O 

mehrmals gewaschen. Danach wurde die Membran zunächst 1 h mit Blockierungspuffer, 

anschließend 2 h min bei RT oder über Nacht bei 4 °C mit dem ersten Antikörper (Tabelle 

4) in Blockierungspuffer inkubiert. Anschließend wurde die Membran drei Mal 10 min 

mit Waschpuffer gewaschen und 1 h mit dem gegen den ersten Antikörper gerichteten, 

HRP (horseradish peroxidase)-gekoppelten Zweitantikörper (Tabelle 5) inkubiert. Die 
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Detektion der Banden erfolgte durch eine ECL Reaktion (enhanced chemiluminescence). 

Hierfür wurden die Lösungen ECL 1 und ECL 2 gemischt und sofort auf die Membran 

gegeben. Die Oxidation von Luminol durch HRP führt zur Bildung von 3-Aminophthalat, 

wodurch Licht der Wellenlänge 425 nm emittiert wird. Die Detektion erfolgte in der 

ChemiDocTM je nach Signalstärke für 5 sek bis zu 3 min. Die densitometrische 

Auswertung der immunreaktiven Banden und die Errechnung der relativen Proteinmenge 

erfolgte mit Image LabTM. 

 Transferpuffer: 192 mM Glycin, 20 % Methanol, 25 mM Tris pH 7,4 

 TBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 25 mM Tris pH 7,4 

 Blockierungspuffer: 0,1 % Tween 20, 5 % Milchpulver, TBS 

 Waschpuffer: 0,1 % Tween 20, TBS 

 ECL 1: 2,7 mM Luminol, 0,44 mM p-Cumarinsäure, 100 mM Tris/HCl pH 8,5 

 ECL 2: 0,02 % H2O2, 100 mM Tris/HCl pH 8,5 

3.4.13 Coomassie-Färbung von Polyacrylamidgelen 

Zur Visualisierung von Proteinen nach Auftrennung im SDS-PAGE, wurde Coomassie® 

Blue R Färbung verwendet. Unter sauren Bedingungen bindet Coomassie® Blue R an 

positiv geladene AS. Das Gel wurde 20 min in Coomassie-Lösung geschüttelt, 

anschließend mit Entfärbelösung entfärbt und am Ende getrocknet. 

 Coomassie-Lösung: 50 % Methanol, 10 % Essigäure, 0,05 % Coomassie®
 Blue R 

 Entfärbelösung: 50 % Methanol, 10 % Essigsäure 

3.4.14 Metabolische Markierung von Proteinen mit [35S]-Methionin und 

anschließender Immunpräzipitation 

Durch metabolische Markierung wird die radioaktive AS [35S]-Methionin in neu 

synthetisierte Proteine eingebaut. Mit dieser Methode ist es möglich, die Synthese, 

Sortierung und Prozessierung eines Proteins in der Zelle nachzuverfolgen. Embryonale 

Mausfibroblasten wurden in 3,5 cm-Petrischalen kultiviert, nach zwei Tagen und 

Erreichen der Konfluenz zwei Mal mit PBS gewaschen, für 1 h bei 37 °C in 

Hungermedium inkubiert, danach durch 750 µl Pulse-Medium ersetzt und für 1 h in den 

37 °C-Inkubator gestellt. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen 

entweder geerntet oder für weitere 4 h bei 37 °C mit 1 ml Chase-Medium inkubiert, mit 



Material und Methoden 43 

PBS gewaschen und dann geerntet. Das Chase-Medium wurde aufbewahrt und mit 78 µl 

Triton X-100 und Proteaseinhibitor versetzt. Die Zellen wurden in 800 µl Lysispuffer auf 

Eis für 1 h lysiert. Das Hinzugeben von 10 µl 3 % Protaminsulfat diente der Fällung der 

DNA. Es folgte eine Zentrifugation bei 10 000 x g für 10 min. Der Überstand, sowie das 

Chase-Medium wurden mit 200 µl IMM-CD-Puffer versetzt und für 1 h bei 4 °C mit 

50 µl Protein G-Sepharose auf einem Drehrad rotiert, um unspezifisch Proteinbindungen 

zu minimieren. Die ProteinG-Sepharose wurde anschließend bei 1000 x g für 30 sek 

abzentrifugiert und der Überstand zunächst nur mit dem gegen das zu präzipitierende 

Protein gerichteten Primärantikörper (Tabelle 4) auf dem Drehrad über Nacht inkubiert. 

Erneut wurden 50 µl Protein G-Sepharose hinzugegeben und für 1 h auf dem Drehrad 

rotiert. Die Sepharose-Beads wurden wie folgt gewaschen (mit je 1 ml): 1 x Neufeld-

Puffer, 1 x IMM-Puffer, 1 x IMM + 2 M KCl, 2 x 10 % PBS/H2O und anschließend mit 

130 µl 2 x Solubilisierungspuffer und 1,3 µl Mercaptoethanol bei 95 °C aufgekocht. Die 

Proben wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und radioaktive Banden durch 

Fluorographie detektiert. Zur Signalverstärkung wurde das Gel 3 x 20 min in DMSO 

geschüttelt, über Nacht in 20 % PPO/DMSO inkubiert und schließlich 3 x 20 min in H2O 

gewässert. Es wurde in Cellophanfolien getrocknet, sodass anschließend ein Röntgenfilm 

aufgelegt und nach mehreren Tagen entwickelt werden konnte. 

 Hungermedium: DMEM ohne Methionin und Glutamin, 1 x GlutaMaxTM 

 Pulse-Medium: DMEM ohne Methionin und Glutamin, 1 x GlutaMaxTM, 100- 

150 μCi/ml [35S]-Methionin 

 Chase-Medium: DMEM, 4 % hitzeinaktiviertes, dialysiertes FKS, 250 μg/ml 

Methionin, 10 mM M6P-Na-Salz, 1 x GlutaMaxTM 

 Lysispuffer: PBS, 0,4 % Triton X-100, 0,2 % Natrium-Desoxycholat, 0,2 % SDS, 

0,8 % BSA, Proteaseinhibitor 

 Neufeld-Puffer: 10 mM Tris/HCl (pH8,5), 0,6 M NaCl, 0,1 % SDS, 0,05 % NP40 

 IMM-Puffer: PBS, 1 % Triton X-100, 0,5 % Natrium-Desoxycholat 

 IMM-CD-Puffer: PBS, 1 % Triton X-100, 0,5 % Natrium-Desoxycholat, 0,5 % 

SDS, 2 % BSA 
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3.4.15 Endozytose von [125I]-Arylsulfatase B (ASB) 

 Konfluente adhärente Zellen (3,5 cm-Petrischalen) wurden zweimal mit PBS 

gewaschen, für 30 min bei 37 °C in DMEM/BSA inkubiert und anschließend für 

20 min in Pulse-Medium kultiviert. Die human rekombinante, mit [125I]-markierte 

ASB wurde von Prof. Braulke zur Verfügung gestellt. Als Negativkontrolle 

dienten Zellen, die in mit 10 mM M6P versetzten Pulse-Medium inkubiert 

wurden, da M6P ein kompetitiver Inhibitor der ASB ist. Nach dem Pulse wurden 

die Zellen entweder geerntet oder mit DMEM/BSA gewaschen und für weitere 2 

oder 4 h in DMEM/BSA bei 37 °C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 

eiskaltem PBS wurden alle Zellen in 1 ml Sukrosepuffer abgeschabt, bei 

3000 rpm für 4 min abzentrifugiert, in 100 µl Lysispuffer lysiert und mittels 

Autoradiographie analysiert.  

 DMEM/BSA: DMEM, 0,1 % BSA 

 Pulse-Medium: DMEM, 0,1 % BSA, 625.000 cpm/ml [125I]-ASB, +/- 10 mM 

M6P 

 Sukrosepuffer: 250 mM Sucrose, 10 mM Tris-HCl pH 7,4 

 Lysispuffer: 0,2 % Triton X-100, PBS 

3.4.16 Oberflächen-Plasmonen-Resonanz-Analysen  

Ein Biacore-Biosensor nutzt das Prinzip der Oberflächen-Plasmonen-Resonanz (Surface 

Plasmon Resonanz, SPR) aus, um Peptid-Protein und Protein-Protein Interaktionen in 

Echtzeit und ohne spezielle Markierung der Interaktionspartner zu detektieren. Ein 

Protein-Interaktionspartner (Ligand) wird dabei an einen Sensorchip kovalent gebunden 

und das potenziell interagierende Protein (Analyt) in ein integriertes Flusssystem 

injeziert, welches Kontakt zum Sensorchip hat. Der Sensorchip besteht aus einem 

Glasträger mit einer dünnen Goldschicht und einer kovalent gebundenen 

Dextranoberfläche als Oberflächenmatrix. Je nach Art des Chips ist diese Matrix 

unterschiedlich derivatisiert, um verschiedene Möglichkeiten der Ligandenkopplung zu 

ermöglichen. In der vorliegenden Arbeit wurde ein BiacoreTM Sensor Chip CM5 -Chip 

verwendet, der die Kopplung von Peptiden über Disulfidbrücken erlaubt. Durch zwei 

aufeinanderfolgende Aktivierungsschritte entstehen reaktive Disulfidbrücken auf der 
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Chipoberfläche, die mit N-terminal am Peptid befindlichen Thiolgruppen des 

Cysteinrestes interagieren können. Die Aktivierung des Sensor Chips erfolgte mit N-

Hydroxysuccinimid und N-ethyl-N´-(dimethyl-amino-propyl)-carbodiimid für 5 min bei 

einer Flussgeschwindigkeit von 10 µl/min. Die Peptide wurden mit einer Konzentration 

von 5 µg/ml in 10 mM Natriumacetat (pH 5) verdünnt und bei einer Flussgeschwindigkeit 

von 5 µl/min für 6 min an den Sensor Chip gekoppelt. Die Messung beruht auf einem 

optischen Phänomen, der SPR. Gemessen wird hierbei die Änderung des Brechungsindexes 

an der Oberfläche des Chips, welcher bei Messungen mit Proteinen linear zur 

Massenzunahme auf der Chipoberfläche ist. Findet eine Bindung zwischen den 

Interaktionspartnern statt, verändert sich die gebundene Masse und damit der 

Brechungsindex und das Resonanz-Signal, was durch den Biacore-Detektor aufgezeichnet 

wird. Das Resonanzsignal wird durch Resonanzeinheiten (RU) angegeben, wobei eine 

Winkeländerung von 1000 RU einer Zunahme von 1 ng Protein pro Quadratmillimeter 

Chipoberfläche entspricht. Ein Sensorgramm besteht aus vier Phasen: 1) der Basislinie 

des Laufpuffers, der über den Sensorchip fließt, bevor es zur Interaktion kommt, 2) der 

Assoziationsphase, die durch die Injektion des Analyts beginnt. Aufgrund der Interaktion 

des Analyten mit dem immobilisierten Liganden kommt es zum Anstieg des 

Resonanzsignals. 3) der Dissoziationsphase, in der die Injektion gestoppt wird und das 

Resonanzsignal wieder sinkt, weil der Ligand-Analyt-Komplex dissoziiert und 4) die 

Regenerationsphase, bei der die Basislinie durch Injektion des Regenerationspuffers 

wieder hergestellt wird. Die zu testenden Proteine (µ1A, µ2, µ3A) wurden im Analyten-

Puffer (1 μM) gelöst und anschließend jeweils für 1 min bei einer Flussgeschwindigkeit 

von 20 μl/min injiziert. Die Messungen mit dem Biacore 3000 Biosensor wurden im 

Labor von Prof. Stefan Höning an der Universität zu Köln durchgeführt.  

 Analyten-Puffer: 50 mM NaH2PO4, 5 mM DTT, 0,01 % Surfactant, β-

Mercaptoethanol (1:10 000), 100 mM NaCl, pH 7,8 

3.4.17 Rekombinante Expression und Affinitätsaufreinigung von 6xHis-APµ-

Untereinheiten  

Für die SPR-Interaktionsstudien wurden nicht die µ1A, µ2, und µ3A-Ketten voller Länge, 

sondern verkürzte µ-Untereinheiten in E. coli BL21 exprimiert, die zur 

Affinitätsaufreinigung am N-Terminus (NT) mit einem 6xHis-Eitop-Tag fusioniert 
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waren. Für die rekombinante Expression wurden folgende Plasmide vom Labor Prof. 

Höning (Universität Köln) zur Verfügung gestellt.  

Plasmid Untereinheit Spezies AS 

pET-28b-µ1A µ1A Maus 158-423 

pET-28a-µ2 µ2 Ratte 158-435 

pET28a-µ3A µ3A Ratte 166-418 

 

12,5 ml LB-Medium (50 µg/ml Kanamycin) wurden mit BL21 E. coli Einzelklonen der 

His-Tag-Expressionsplasmide pET-28b-µ1A, pET-28a-µ2 und pET28a-µ3A angeimpft 

und bei 220 rpm und 37 °C über Nacht geschüttelt. Am nächsten Tag wurden damit 

500 ml LB-Medium (Kanamycin) angeimpft und bei 24 °C (µ1A) bzw. bei 30 °C 

geschüttelt, bis die OD600 ca. 0,8 betrug. Es erfolgte eine Expressionsinduktion mit 

0,5 mM IPTG, wobei die µ1A-Kultur über Nacht bei 22 °C und die µ2- und µ3A-

Kulturen bei 30 °C für 4 h kultiviert wurden. Zellsuspensionen wurden bei 5500 rpm für 

15 min bei 4 °C abzentrifugiert, die Pellets in 20 ml PBS resuspendiert, in 50 ml-

Zentrifugenröhrchen überführt und erneut für 15 min bei 6000 rpm zentrifugiert. Das 

Bakterienpellet wurde in 20 ml Aufschlusspuffer resuspendiert, auf 1 mM PMSF 

eingestellt und mit Proteaseinhibitoren versetzt. Der Aufschluss der Zellen fand für 4-

8 min mit einem Druckhomogenisator statt, danach wurde das Homogenat auf 2 % Chaps 

eingestellt und 20 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation für 30 min bei 11 

300 rpm und 4 °C. Der Überstand wurde mit PBS auf 300 mM NaCl verdünnt und auf 10 

mM Imidazol eigestellt. Die Aufreinigung der Proteine erfolgte im Batch-Verfahren über 

Ni-NTA-Agarose und anschließender Gelfiltration. Dazu wurden je 500 µl Ni-NTA-

Agarose zu dem Bakterienhomogenat pipettiert und für 2 h auf dem Drehrad bei 4 °C 

inkubiert. Die Agarosematrix wurde für 10 min bei 5000 rpm und 4 °C zentrifugiert und 

3 x mit je 20 ml Waschpuffer gewaschen, wobei bei jedem Waschschritt nochmals für 

10 min auf dem Drehrad inkubiert wurde. Die Elution der Proteine fand mit 1,6 ml 

Elutionspuffer bei 4 °C für 2 h auf dem Drehrad und einer anschließenden Zentrifugation 

für 5 min bei 13 000 rpm statt. Für die zweite Elution wurden 0,8 ml Elutionspuffer 

verwendet. Mit Gelfiltrationspuffer wurden die Elutionsfraktionen über die HiLoad 16/60 

Superdex 200 pg Säule aufgereinigt und die Integrität und Reinheit der aufgereinigten µ-

Ketten durch SDS-PAGE und anschließender Coomassiefärbung analysiert. Die 
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Proteinkonzentration der aufgereinigten µ-Ketten wurde bestimmt und die Proteine bei -

20°C gelagert. 

 Aufschlusspuffer: 1 M NaCl, 10 mM β-Mercaptoethanol, PBS pH 7,5 

 Verdünnungspuffer: 10 mM β-Mercaptoethanol, PBS pH 7,5 

 Waschpuffer: 500 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 10 mM β-Mercaptoethanol, PBS 

pH 7,5 

 Elutionspuffer: 500 mM NaCl, 300 mM Imidazol, 10 mM β-Mercaptoethanol, 

PBS pH 7,5 

 Gelfiltrationspuffer: 500 mM NaCl, 5 mM DTT, 10 mM Hepes pH 7,4 

 Tierexperimentelle Methoden 

3.5.1 Tierhaltung 

Die Mauslinien wurden in pathogenfreien Barrieren und unter einem konstanten Tag-

Nacht-Rhythmus von 12 h in der Versuchstierhaltung des Universtitätsklinikums 

Hamburg-Eppendorf gehalten. Die Cln7 (-/-) Mäuse wurden in einen C57BL/6J-

Hintergrund zurückgekreuzt. Die Entnahme der Schwanzbiopsien für Genotypisierungen 

wurde in der Versuchstierhaltung durchgeführt. Für Organentnahmen wurden die Mäuse 

durch CO2-Inhalation betäubt und anschließender Dekapitation getötet. Nach Entnahme 

wurden die Organe in flüssigem Stickstoff schockgefroren und anschließend bei -80 °C 

gelagert. Alle Tierversuche wurden nach den Richtlinien des Deutschen 

Tierschutzgesetzes durchgeführt.  

3.5.2 Isolierung von embryonalen Mausfibroblasten 

Für die Isolierung von embryonalen Mausfibroblasten wurden schwangere Mäuse am 

Embryonaltag E 14,5 durch CO2-Inhalation betäubt und dekapitiert. Die Mausembryonen 

wurden unter sterilen Bedingungen aus ihrer embryonalen Hülle herauspräpariert. Nach 

Gewinnung einer Gewebebiopsie zur Bestimmung des Genotyps wurden die Embryonen 

in 4 ml Trypsinlösung aufgenommen und für 10 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. 

Anschließend wurde die Zellsuspension mit 8 ml Kulturmedium versetzt, durch Auf- und 

Abpipettieren homogenisiert und in einer Zellkulturflasche kultiviert. Am nächsten Tag 

folgte ein Mediumwechsel. Die Zellen wurden zwei Mal wöchentlich passagiert. 



Material und Methoden 48 

3.5.3 Perfusion von Mäusen  

Für die Anfertigung immunhistochemischer Organschnitte wurden die Mäuse 

perfundiert. Die Tiere wurden zunächst mit einer abdominalen Kombinationsnarkose aus 

Ketamin (80-100 mg/kg Körpergewicht) und Xylazin (10 mg/KG Körpergewicht) 

narkotisiert. Die vollständige Betäubung der Maus wurde durch das Fehlen des 

Fußsohlenreflexes kontrolliert. Nach Fixierung wurde die narkotisierte Maus 

sternotomiert und anschließend der linke Ventrikel mit einer Kanüle punktiert. Der rechte 

Vorhof wurde mit einer Pinzette geöffnet und das Blut des großen Kreislaufs mit 50 ml 

PBS mit Hilfe einer Pumpe herausgespült. Anschließend wurden die Mäuse mit 50 ml 

einer 4 % PFA-Lösung in PBS transkardial perfundiert. Die Organe wurden entnommen 

und über Nacht in 4 % PFA in PBS inkubiert.  

3.5.4 Immunhistochemie von Mausorganen 

Die Mäuse wurden vor Entnahme der Organe anästhesiert, perfundiert und das Gewebe 

fixiert. Die Paraffinschnitte und immunhistochemischen Färbungen wurden in der Core 

Facility Mauspathologie (Leitung Prof. Glatzel) am Universitätsklinikum Hamburg-

Eppendorf durchgeführt. Die Anfertigung der immunhistochemischen Schnitte der Retina 

wurde von Wanda Jankowiak im Transplantationslabor der Klinik und Poliklinik für 

Augenheilkunde (Leitung Prof. Bartsch) durchgeführt. 

3.5.5 Perls Prussian-Blue-Färbung 

Mit der Prussian-Blue-Färbung lässt sich mit folgender Reaktion Eisen in Gewebe 

nachweisen: 

4FeCl3 + 3K4Fe(CN)6 = Fe4[Fe(CN)6]3 + 12KCl 

Die in 4 % PFA fixierten Gehirne wurden mit einem Vibratom in 50 µm-Schnitte 

geschnitten und anschließend mit PBS gewaschen. Es folgte eine 30 minütige Inkubation 

in Prussian-Blue-Lösung, erneutes Waschen mit PBS und anschließende 3,3'-

Diaminobenzidine (DAB)-Reaktion nach den Herstellerangaben für 10 min. 

 Prussian-Blue-Lösung: 1% K4Fe(CN)6, 1% HCl, beide Komponenten wurden erst 

kurz von der Inkubation gemischt 



Material und Methoden 49 

3.5.6 Elektronenmikroskopie (EM) 

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden von Dr. Michaela Schweizer 

(ZMNH, Hamburg) angefertigt. Dafür wurden die Mäuse transkardial zunächst mit PBS 

und anschließend mit einer Mischung aus 4% PFA und 1% Glutaraldehyd in PBS 

perfundiert. Mit einem Vibratom wurden 100 µm dicke Schnitte hergestellt, die dreimal 

mit 0,1 M Natrium-Cacodylat-Puffer (pH 7.2–7.4) gespült und in 1% Osmiumtetroxid in 

Cacodylat-Puffer inkubiert wurden. Nach der Osmifizierung wurden die Schnitte in 

ansteigenden Ethanol-Lösungen entwässert und schließlich zwei Mal mit Propylenoxid 

inkubiert. Die Schnitte wurden in einer 1:1 Mischung aus Propylenoxid und epoxy 

embedding medium (Epon) inkubiert und schließlich in Epon eingebettet. Nach 

Aushärtung wurden für die Lichtmikroskopie Semidünnschnitte präpariert (0,5 µm) und 

auf Objeträger aufgezogen. Ultradünnschnitte (60 nm) wurden mit einem 

Elektronenmikroskop analysiert und Bilder mit einer Digital Kamera aufgenommen. 

3.5.7 Magnetresonanztomographie (MRT)-Messungen an lebenden Mäusen  

Die MRT-Aufnahmen von Maushirnen wurden von Dr. Jan Sedlacik (Klinik und 

Poliklinik für Neuroradiologische Diagnostik und Intervention, UKE Hamburg) 

angefertigt. Für die MRT-Messungen wurden die Tiere mittels einer Isofluran-

Inhalationsnarkose anästhesiert. Dies erfolgte in einer Narkosekammer, in der eine 3-

4 %-ige Isofluran-Luft-Mischung eingeleitet wurde. Während der Messung wurde eine 

Betäubung mit 1 bis 1,5 % Isofluran in Luft durchgeführt. Die Maus wurde über ihre 

Vorderzähne fixiert. Ein mit Wasser gefülltes Schlauchsystem (40°C) verhinderte das 

Auskühlen des Tieres. Die Messzeit betrug ca. 30 min. Um das Auskühlen der Tiere auch 

nach der Messung zu verhindern, wurden die Tiere zum Aufwachen aus der Narkose auf 

eine Wärmeplatte gelegt. Erst wenn das Verhalten der Tiere wieder vollständig normal 

war (Bewegung, Körperpflege, Wasser-/Nahrungsaufnahme) wurden sie wieder in den 

Käfig gesetzt. Am nächsten Tag erfolgte eine Sichtkontrolle der Tiere. 

3.5.8 Statistische Auswertung der Messdaten 

Die statistische Auswertung aller Messdaten erfolgte mit dem Programm Microsoft 

Excel. Aus verschiedenen Werten wurde der Mittelwert und die Standardabweichung 

berechnet. Zur Kalkulation der Signifikanz zwischen zwei Datensätzen wurde ein T-Test 
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durchgeführt, wobei ab einem p-Wert von < 0,05 wurde der Unterschied als signifikant 

eingestuft. Die unterschiedlichen Signifikanzniveaus wurden wie folgt gekennzeichnet:  

p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,005 (***). 
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4. Ergebnisse 

 Generierung und phänotypische Analyse eines neuen Gene-trap  

Mausmodells der Cln7-Erkrankung 

Zu Beginn der Untersuchungen war kein Tiermodell der CLN7-Erkrankung verfügbar, 

welches eine Analyse des zeitlichen Verlaufs der Neurodegeneration, Neuroinflammation 

und der biochemischen Veränderungen im Gehirn erlauben würde. Ziel dieser Arbeit war 

es, das Mfsd8/Cln7 Gen der Maus auszuschalten und das erste Tiermodell für die CLN7-

Erkrankung zu generieren. Hierfür wurde ein EUCOMM (European Conditional Mouse 

Mutagenesis Program) ES-Zellklon vom Helmholtz Zentrum in München, der die 

Herstellung einer lacZ Gene-trap Maus/ knockout first erlaubte (im Folgenden 

Cln7 (tm1a/tm1a)), kommerziell erworben. Die Analyse der Cln7 (tm1a/tm1a) Mäuse wurde 

publiziert (Damme et al, 2014) und wird deshalb nur verkürzt beschrieben. Aufgrund der 

Insertion des lacZ Gens zwischen Exon 1 und Exon 2 von Mfsd8/Cln7 war die Expression 

des lacZ-Reportergens durch den endogenen Mfsd8/Cln7-Promotor reguliert und erlaubte 

die indirekte Bestimmung der Cln7-Expression durch Messung der β-Galaktosidase-

Aktivität. Analysen der β-Galaktosidase an Gehirnschnitten adulter Cln7 (+/tm1a) zeigten 

ubiquitäre Expression von Cln7 im Gehirn und peripheren Organen mit starker Cln7-

Expression in Niere und Milz und schwächerer Expression in Leber. Im Gehirn war die 

Cln7-Expression im Hippocampus (CA1- und CA3-Region und Gyrus dentatus), Cortex 

(Lamina I-VI) und Cerebellum (Purkinje- und Körnerzellschicht) am stärksten. 

Quantitative Realtime PCR Analysen zeigten eine Reduktion der Cln7 mRNA in der Leber 

um 90%, sodass die generierten Cln7 (tm1a/tm1a) als hypomorph bezeichnet wurden. Im 

Rahmen dieser Arbeit wurde auch ein polyklonaler anti-Cln7Antikörper generiert, der 

gegen die Peptidsequenz CKSVNFQEENTDEPQIPEGSID aus der zytosolischen 

Schleife L6 des murinen Cln7 Proteins generiert wurde. In Western-Blot-Analysen von 

Lebergewebe wurde eine immunreaktive ~ 50 kDa Bande in Wildtyp Mäusen detektiert, 

die in Cln7 (tm1a/tm1a) Mäusen abwesend war. Die Analyse subzellulärer Fraktionen von 

Tritosomen aus Lebergewebe bestätigten die Cln7-Proteindefizienz in Cln7 (tm1a/tm1a) 

Mäusen  und zeigte die Kodistribution von Cln7 mit dem LMP Lamp1. Hiermit wurde 
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erstmals biochemisch gezeigt, dass endogenes Cln7 ein integrales LMP in der Leber ist 

(Damme et al, 2014).  

Cln7 (tm1a/tm1a) Mäuse waren überlebensfähig, fertil und zeigten keine neurologischen 

Symptome oder motorischen Defizite und keine erhöhte Mortalität im Vergleich zu 

Wildtyp Mäusen. Histologische Untersuchungen von Gewebeschnitten zeigten 

autofluoreszierendes Lipofuszin im Gehirn, Leber, Niere und Milz in 8,5 Monate alten 

Cln7 (tm1a/tm1a) Mäusen, das in den gleichaltrigen Wildtyp Mäusen nicht zu detektieren 

war. Im Gehirn der Cln7 (tm1a/tm1a) Mäuse wurde die stärkste Autofluoreszenz in der 

Purkinjezellschicht, der CA3-Region des Hippocampus und im Thalamus detektiert. 

Analysen der Ultrastruktur des elektronendichten Speichermaterials von 8 Monate alten 

Cln7 (tm1a/tm1a) Mäusen zeigten lamelläre Strukturen. In immunhistochemischen Analysen 

von Gehirnschnitten 10 Monate alter Cln7 (tm1a/tm1a) wurde die Akkumulation der c-

Untereinheit der mitochondrialen ATP-Synthase (Scmas) in Cerebellum, Medulla und im 

Thalamus detektiert. Im zerebralen Cortex wurde keine Scmas-Speicherung gefunden. 

Kolokalsierungsanalysen mit Antikörpern gegen Markerproteine von Purkinjezellen 

(Calbindin), neuronalen Zellen (NeuN), Astrozyten (GFAP) und Mikrogliazellen (CD68) 

zeigten Speicherung von Scmas in cerebellären Purkinje-Zellen, granulären Zellen, in 

Mikrogliazellen, nicht jedoch in Astrozyten. Parallel konnte die Aktivierung von 

Astrozyten und Mikrogliazellen im Gehirn und Rückenmark im Alter von 10 Monaten 

gezeigt werden. Die stärksten neuropathologischen Veränderungen wurden in der Retina 

von 8,5 Monate alten Cln7 (tm1a/tm1a) Mäusen detektiert. Dort konnte eine starke 

Degeneration der Photorezeptoren und eine Aktivierung der retinalen Astrozyten gezeigt 

werden (Damme et al, 2014).  

4.1.1 Generierung eines knockout Cln7 (-/-) Mausmodells durch Deletion von 

Exon 2 in Mfsd8/Cln7 

Um zu überprüfen, ob die vollständige Ausschaltung des Mfsd8/Cln7-Gens in der Maus 

zu einem Phänotyp im Gehirn führt, der wesentliche Merkmale der CLN7-Erkrankung 

beim Menschen rekapituliert, wurden Cln7 (tm1d/tm1d) bzw. Cln7 (-/-) Knockout-Mäuse 

hergestellt. Durch Kreuzung der Cln7 (tm1a/tm1a) Mäuse mit Flp-Deleter Mäusen wurde die 

lacZ/Neo-Kassette ausgeschnitten. Die resultierenden Cln7 (tmc/tm1c) Mäuse sind mit 

Wildtyp Mäusen genetisch identisch, das kritische Exon 2 von Mfsd8/Cln7 ist jedoch 
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durch zwei loxP-Stellen flankiert. Durch Kreuzung dieser Mäuse mit Cre-Deleter Mäusen 

wurde das Exon 2 ubiquitär deletiert. Die resultierenden Mäuse wurden als Cln7 (tmd/tm1d) 

bzw. Cln7 (-/-) bezeichnet (Abb. 4A). Die Verpaarung der Cln7 (tmc/tm1c) Mäuse mit Deleter 

Mäusen mit konditionaler Cre-Expression würde in Zukunft die Ausschaltung des 

Mfsd8/Cln7-Gens in bestimmten Zelltypen der Maus erlauben. 

 
 

Abb. 4 Schematische Darstellung der Deletion von Exon 2 im Mfsd8/Cln7 Genlocus und 

Genotypisierung. 

(A) Lokalisation der Genotypisierungsprimer und resultierende Bandengrößen der PCR Produkte. Bei der 

Genotypisierung des Wildtyps werden zwei PCR-Produkte der Größen 895 bp und 423 bp amplifiziert. 

Durch das Fehlen von Exon 2 im Mfsd8/Cln7 (-/-) Gen wird nur ein PCR-Produkt der Größe 292 bp 

amplifiziert. (B) Mit aus Schwanzspitzen isolierter, genomischer DNA wurde eine Triplex PCR mit den 

Primern Mfsd8-F, Mfsd8-R und 15472-F durchgeführt. Die amplifizierten PCR Produkte wurden mit einem 

DNA-Längenstandard auf einem 1,5%-igem Agarosegel aufgetrennt und durch UV-Illumination sichtbar 

gemacht. 

 

Die Genotypisierung der Cln7 (-/-) Mäuse erfolgte mit den Primern Mfsd8-F, Mfsd8-R und 

15472F, wobei im Wildtyp zwei PCR-Produkte von 423 bp (15472F; Mfsd8-R) und 

896 bp (Mfsd8-F; Mfsd8-R) und in der homozygoten Mfsd8 (tm1d/tm1d) bzw. Mfsd8 (-/-) 

Maus nur ein PCR-Produkt von 292 bp (Mfsd8-F; Mfsd8-R) amplifiziert wird, da der 

Primer 15472F innerhalb von Exon 2 bindet. In heterozygoten Mäusen werden drei PCR-
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Produkte amplifiziert (Abb. 4B). Im Folgenden werden die Mfsd8 (-/-) Knockout-Mäuse 

als Cln7 (-/-) Mäuse bezeichnet. 

4.1.2 Die Deletion von Exon 2 im Mfsd8/Cln7-Gen führt zu einer frameshift-

Mutation und Verlust des Cln7 Proteins 

Bei den in dieser Arbeit verwendeten EUCOMM ES-Zellen wird zum Gen-Targeting ein 

Exon im 5‘-Bereich des MFSD8/CLN7-Gens („kritisches Exon“) ausgewählt, das in allen 

bekannten Splice-Varianten vorhanden ist, sodass eine komplette Ausschaltung des 

Wildtypgens und möglicher Splice-Varianten garantiert ist (Skarnes et al, 2011). Die 

Deletion des kritischen Exons garantiert zusätzlich, dass aus der transkribierten mRNA 

ein stark verkürztes, mutantes Protein synthetisiert wird, dass sehr wahrscheinlich keine 

Rest-Funktion oder Aktivität besitzt. Der Verlust des kritischen Exons führt bei den 

EUCOMM-Gene Targeting Vektoren entweder zum Abbau der mutanten mRNA durch 

den nonsense-mediated decay (NMD) Mechanismus oder zur Leserahmenverschiebung 

im Protein. Zum Nachweis der Leserahmenverschiebung wurde zunächst die mRNA aus 

Leber, Niere und Gehirn einer Cln7 (-/-) Maus isoliert und anschließend in cDNA 

umgeschrieben. Nach Amplifikation und DNA-Sequenzierung wurde die abgeleitete 

Proteinsequenz in einer BLAST-Suche mit der Wildtyp Cln7-Sequenz (NP_082416.2) 

verglichen. Das mutante Cln7 Protein ist aus den N-terminalen 22 AS des Wildtyp-

Proteins und 15 neuen AS zusammengesetzt (Abb. 5A). Dem trunkiertem p. Cln7 E23F 

fsX16 Protein fehlen sämtliche 12 putativen Transmembrandomänen und die C-terminale 

zytosolische Domäne (Abb. 5B). Expressions-Analysen in p. Cln7 E23F fsX16 

überexprimierenden HEK293T-Zellen zeigten, dass das trunkierte Cln7 Protein weder in 

Gesamt-Proteinhomogenaten noch in Membranfraktionen detektiert wurde (nicht 

gezeigt). Trotz der Existenz des N-terminalen lysosomalen Di-Leucin-basierten Signals 

ist der Transport des trunkierten Cln7-Proteins zum Lysosom unwahrscheinlich. Die 

Cln7 (-/-) Mäuse sind genetisch Patienten mit der nonsense-Mutation p.CLN7 R35X 

ähnlich, die klinisch einen spät-infantilen Phänotyp mit schwerer Verlaufsform zeigen 

(Kousi et al, 2009). Beide Mutationen führen zu einem frühen Abbruch der 

Polypeptidkette und wahrscheinlich zur Fehllokalisierung und komplettem 

Funktionsverlust der Cln7-Proteine.  
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Abb. 5 Die Deletion von Exon 2 im Mfsd8/Cln7-Genlocus führt zur Deletion c.Cln7 del67_115 und 

zur Leserahmeneverschiebung p.Cln7 E23F fsX16. 

(A) mRNA aus dem Gehirn einer Cln7 (-/-) Maus wurde in cDNA umgeschrieben und die Nucleotide 1-450 

der Cln7 cDNA durch PCR amplifiziert. Das amplifizierte PCR-Produkt wurde von beiden Seiten 

sequenziert. Die mutante Cln7-Nukleotidsequenz und die daraus abgeleitete Proteinsequenz im 

Einbuchstabencode sind dargestellt. Die Wildtyp (6-22) und mutanten AS (23-37) sind schwarz bzw. rot 

dargestellt. (B) Schematische Darstellung der Topologie des Cln7-Proteins mit 12 Transmembrandomänen 

(1-12), 11 Schleifen (L1-11), drei benutzten N-Glykosylierungsstellen N372, N377 und N389 (in rot) und den 

im Zytosol lokalisierten N- und C-Termini. 

 

Zum Nachweis des Verlusts von Cln7 auf Proteinebene wurden Kaninchen mit einem 

13mer-Peptid der Sequenz CKSVNFQEENTDEPQIPEG, das die AS 246-266 aus der 

Schleife L6 des Cln7-Proteins umfasste, immunisiert. Aus dem polyklonalen Antiserum 

wurden Cln7-spezifische Antikörper aufgereinigt (Pineda Antikörper Service, Berlin) 

und die IgG-Fraktion in Western-Blot-Analysen untersucht. In Fraktionen von Wildtyp 

Mäusen wurde eine immunreaktive Bande mit einem apparenten Molekulargewicht von 

50 kDa detektiert, die in Membranen von Cln7 (-/-) Mäusen fehlte. Nach enzymatischer 

Deglykosilierung wurde eine immunreaktive Bande von ~ 38 kDa detektiert, die ebenfalls 

in Membranfraktionen von Cln7 (-/-) Mäusen abwesend war (Abb. 6A). Durch quantitative 

Realtime PCR Messungen des Cln7 Transkripts konnte das Fehlen von Exon 2 in      

Cln7 (-/-) Mäusegehirnen gezeigt werden, da die verwendeten Taqman®-Primer innerhalb 

von Exon 2 im Mfsd8/Cln7-Gen binden (Abb. 6B). 
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Abb. 6 Abwesenheit der Cln7-Expression auf Protein- und mRNA-Ebene im Cln7 (-/-) Mausgewebe. 

(A) Leber-Membranfraktionen (100 µg) von einer Wildtyp- und einer Cln7 (-/-) Maus wurden in Ab- (-) und 

Anwesenheit (+) von PNGase F inkubiert, durch 10 % SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen 

aufgetrennt und anschließend durch Cln7-Western-Blot-Analyse untersucht. β-Tubulin diente als 

Ladekontrolle. Die Positionen des N-glykosylierten und nicht N-glykosylierten Cln7-Proteins (Pfeile) und 

der Markerproteine (in kDa) sind angegeben. (B) mRNA wurde aus dem Gehirn von je drei neun Monate 

alten Wildtyp- und Cln7 (-/-) Mäusen isoliert, in cDNA umgeschrieben und die relative Cln7-Expression 

mittels quantitativer Realtime PCR bestimmt, wobei gegen die Expression von β-Aktin normalisiert wurde. 

Die Expression im Wildtyp wurde gleich 1 gesetzt (***p < 0,005). 

4.1.3 Cln7-Expression im Gehirn, der Retina und peripheren Organen 

Northern-Blot-Analysen humaner Gewebe zeigten eine ubiquitäre CLN7 mRNA-

Expression in allen untersuchten Organen (Siintola et al, 2007). In quantitativen Realtime 

PCR Analysen von Rattengehirn wurde eine 2,4- bzw. 5-fach höhere Cln7 mRNA-

Expression im Hippocampus im Vergleich zu Cortex und Mittelhirn gezeigt (Sharifi et 

al, 2010). Zur Analyse der Cln7-Proteinexpression in Mausgeweben wurden zunächst 

Gesamt-Proteinhomogenate aus Gehirn und peripheren Organen von Wildtyp Mäusen 

untersucht. Aufgrund der niedrigen Expression und hohen Hydrophobizität von Cln7 

wurden jedoch keine immunreaktiven Banden in Cln7 Western-Blot-Analysen detektiert. 

Deshalb wurden lysosomale und mitochondriale Membranen in den Homogenaten 

angereichert (20.000 x g Pellets). Membranhomogenate von verschiedenen Organen der 

Cln7 (-/-) Mäuse zeigten den ubiquitären Verlust der Cln7-Proteinexpression. Im Gehirn 

der Wildtyp Mäuse wurde in allen untersuchten Regionen eine schwache, ca. 40-45 kDa 

große, spezifische immunreaktive Bande detektiert, die in Cln7 (-/-) Mäusen fehlte. Die 

Cln7-Expression in Cortex und Cerebellum der Wildtyp Tiere war stärker als in 

Hippocampus, Medulla und Riechkolben. In der Retina wurde ebenfalls eine schwache 

Cln7-Expression detektiert. In peripheren Geweben wie Leber, Niere, Herz, Milz wurde 

Cln7 ubiquitär exprimiert (Abb. 7). Die Western-Blot-Analysen zeigten erstmalig die 



Ergebnisse 57 

ubiquitäre, geringe Expression von Cln7 in allen untersuchten Geweben sowie den 

Verlust der Cln7-Expression in den Cln7 (-/-) Mäusen.  

 

 
 

Abb. 7 Cln7-Expressions-Analyse in verschiedenen Gehirnregionen, der Retina und peripheren 

Organen. 

Membranfraktionen (120 µg) aus Wildtyp (Wt)- und Cln7 (-/-) Mäusen aus Cortex (Ctx), Cerebellum (Cb), 

Hippocampus (Hip), Medulla (Med), Riechkolben (Rk) sowie Leber (Le), Niere (Ni), Herz (He), Milz (Mi) 

und Retina (Re) wurden durch SDS-PAGE (Acrylamid-Konzentration: 10 %) aufgetrennt und mittels Cln7 

Western-Blot analysiert. Gapdh (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) bzw. Ponceau S-Färbung 

dienten als Ladekontrollen. Die molaren Massen der Markerproteine sind in kDa angegeben. 

4.1.4 Phänotypische Analyse des Cln7 (-/-) Mausmodells 

Cln7 (-/-) Mäuse wurden phänotypisch unauffällig geboren und waren fertil. Ab einem 

Alter von ca. 28 Wochen wurden bei ihnen neurologische und motorische Defizite 

beobachtet: das Einsetzen von Myoklonien und Clasping (Abb. 8A), Lähmung der 

Hinterbeine, Tremor, Hypotonie, Inaktivität und eine zusammengekauerte 

Körperhaltung. Aufgrund der starken morphologischen Veränderungen, der 

Neuroinflammation und der Neurodegeneration in der Retina ist zu vermuten, dass die 

Mäuse im Alter von 28 Wochen bereits vollständig blind waren. Parallel zu den oben 

beschriebenen pathologischen Veränderungen wurde bei Cln7 (-/-) Mäusen eine erhöhte 

Sterblichkeitsrate mit einer mittleren Lebenszeit von 34 Wochen festgestellt (Abb. 8B). 

Die Todesursache ist unklar. Aufgrund der schweren Symptome und der Unfähigkeit, 

selbständig Futter und Wasser aufzunehmen, wurden die Cln7 (-/-) Mäuse aus 

Tierschutzgründen im Alter von 40 Wochen getötet.  
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Abb. 8 Clasping Phänotyp und erhöhte Sterblichkeit. 

(A) 36 Wochen alte Cln7 (-/-) Mäuse zeigen einen Clasping-Phänotyp, der durch das Anziehen der Vorder- 

und Hinterextremitäten an den Körper gekennzeichnet ist. Gleichaltrige Wildtyp Mäuse strecken die 

Extremitäten vom Körper weg. (B) Erhöhte Sterblichkeit von Cln7 (-/-) Mäusen mit einer maximalen 

Lebensdauer von 40 Wochen. Analysiert wurden die Überlebensraten von Wildtyp- und Cln7 (-/-) Mäusen 

(n=42) mit gleichem genetischen Hintergrund. 

4.1.5 Lysosomale Speicherung im Cln7 (-/-) Mausmodell  

Ein gemeinsames Merkmal der 13 bekannten, genetisch verschiedenen NCLs ist die 

Speicherung von autofluoreszierenden Ceroid-Lipopigmenten in Neuronen des zentralen 

Nervensystems und peripheren Geweben (Ballabio & Gieselmann, 2009). Zum Nachweis 

von autofluoreszierendem Speichermaterial wurden 36 Wochen alte Cln7 (-/-)- und 

Wildtyp Mäuse perfundiert und sagittale Gehirnschnitte angefertigt. Die Autofluoreszenz 

wurde mit dem 488 nm-Laser unter dem konfokalen Fluoreszenzmikroskop detektiert. 

Eine starke Autofluoreszenz wurde in pyramidalen Neuronen der CA3-Region und des 

Gyrus dentatus im Hippocampus, im zerebralen Cortex (Schichten I-VI), der 

Purkinjezellschicht des Cerebellums, dem Thalamus und Riechkolben der Cln7 (-/-) Mäuse 

detektiert. In den Gehirnschnitten von gleichaltrigen Wildtyp-Kontrolltieren wurde keine 

Fluoreszenz detektiert (Abb. 9). 
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Abb. 9 Generalisierte Autofluoreszenz in 

verschiedenen Gehirnregionen von Cln7 (-/-) Mäusen. 

Repräsentative, ungefärbte sagittale Gehirnschnitte von 

einer 36 Wochen alten Wildtyp- und einer Cln7 (-/-) Maus 

wurden unter dem konfokalen Fluoreszenzmikroskop mit 

der Wellenlänge 488 nm angeregt. Starke 

Autofluoreszenz wurde in der CA3-Region, Cortex (Ctx), 

Purkinjezellschicht (PCL, purkinje cell layer) im 

Cerebellum (Cb), Thalamus (Thal) und Riechkolben (Rk) 

des Cln7 (-/-) Gehirns detektiert. Im Gyrus dentatus (Gd) 

war die Fluoreszenz etwas schwächer. Die 

Skalierungsbalken entsprechen 60 µm. 

4.1.6 Morphologische Analysen des Speichermaterials im Gehirn der Cln7 (-/-) 

Mäuse 

Um die Ultrastruktur des Speichermaterials in Neuronen zu analysieren, wurden von 

Dr. Schweizer (ZMNH, Hamburg) elektronenmikroskopische Aufnahmen von 36 

Wochen alten Cln7 (-/-) Mäusegehirnen angefertigt. In cerebellären Purkinjezellen wurden 

große Membran-umschlossene Areale mit Speichermaterial, das hauptsächlich aus 

kurvilinearen Einlagerungen und vereinzelt fingerprint-Profilen zusammengesetzt war, 

detektiert (Abb. 10A). Die Akkumulation von Lipofuszin in Neuronen des Hippocampus 

(Gyrus dentatus, CA1-Region) und in Purkinjezellen wurde durch histochemische 

Färbungen von Gehirnschnitten mit dem Farbstoff Luxolblau, der Lipofuszin anfärbt, 

verifiziert (Abb. 10B).  
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Abb. 10 Lysosomale Speicherung mit kuvilinearen Einlagerungen und fingerprint-Profilen im 

Gehirn von Cln7 (-/-) Mäusen. 

(A) Elektronenmikroskopische Aufnahme der Ultrastruktur des akkumulierenden Speichermaterials 

(gepunktete, schwarzen Linien) in cerebellären Purkinjezellen einer 36 Wochen alten Cln7 (-/-) Maus. 

Kurvilineare (#)- und fingerprint (*)-Profile, Nucleus (N), Mitochondrium (M) und Golgi-Apparat (G) sind 

eingezeichnet. Der Skalierungsbalken entspricht 1 µm. Auf der rechten Seite sind die 5-fachen 

Vergrößerungen der durch Rechtecke markierten Areale dargestellt. (B) Mit Luxol Blau angefärbtes 

Lipofuszin (schwarze Pfeile) aggregiert im Zytoplasma von Neuronen des Gyrus Dentatus (Gd), der CA1-

Region und Purkinje-Zellen im Cerebellum (Cb) einer 36 Wochen alten Cln7 (-/-) Maus. Die 

Skalierungsbalken entsprechen 50 µm. Auf der rechten Seite sind jeweils die 16-fachen Vergrößerungen 

dargestellt. 

4.1.7 Biochemische Analysen des Speichermaterials im Gehirn der Cln7 (-/-) 

Mäuse 

Die Hauptproteinkomponenten des lysosomalen Speichermaterials in NCL-Patienten 

sind Scmas oder die Saposine A und D (Radke et al, 2015). Bei Scmas-Speicherung 

werden in der EM fingerprint- und kurvilineare Profile detektiert, während 

Speichermaterial mit Saposin A und D eine Akkumulation von GRODs zeigt (Palmer, 

2015). Um die Zusammensetzung der Proteinkomponenten des Speichermaterials von 

Cln7 (-/-) Mäusen zu untersuchen, wurden immunhistochemische Färbungen mit 
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Antikörpern gegen Scmas an Gehirnen von 40 Wochen alten Cln7 (-/-)- und Wildtyp 

Mäusen durchgeführt. Eine gut charakterisierte, natürliche vorkommende Mausmutante 

für die vLINCL, die Cln6 (-/-)/nclf Maus, diente als Positivkontrolle für Scmas-

Speicherung im Gehirn (Bronson et al, 1998). In Gehirnregionen und Zellen mit 

autofluoreszierendem Ceroid-Lipopigmenten wurde Immunreaktivität gegen Scmas 

detektiert. Die Scmas-Speicherung war in cerebellären Purkinjezellen, in hippocampalen 

Neuronen der CA3-Region und in Neuronen des Cortex und Thalamus besonders stark 

(Abb. 11A). Der Vergleich mit Cln6 (-/-)/nclf Mäusen zeigte eine etwa gleich starke 

Scmas-Immunreaktivität in Neuronen des Cortex und Thalamus und eine stärkere Scmas-

Speicherung in Cln6-defizienten cerebellären und hippocampalen Neuronen. Scmas 

konnte auch in peripheren Organen wie Niere, Leber und Herz detektiert werden (Abb. 

11B). Um die immunhistochemischen Färbungen zu verifizieren, wurden Scmas 

Western-Blot-Analysen mit Detergenz-unlöslichen Fraktionen aus 40 Wochen alten 

Cln7 (-/-)- und Wildtyp Gehirnen durchgeführt. Bei Cln7 (-/-) Mäusen wurde eine 

immunreaktive, ca. 10 kDa große Scmas-Bande detektiert, die in den Wildtyp-Kontrollen 

abwesend war (Abb. 11C). Die Scmas-Speicherung war bereits im Gehirn von 3 Monate 

alten Cln7 (-/-) Mäusen detektierbar (nicht gezeigt).   
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Abb. 11 Akkumulation von Scmas im Gehirn und peripheren Organen von Cln7 (-/-) Mäusen. 

(A) Immunhistochemie sagittaler Gehirnschnitte von 40 Wochen alten Cln7 (-/-)- und Wildtyp Mäusen zeigt 

Speicherung von Scmas (braun, schwarze Pfeile) in hippocampalen Neuronen der CA3-Region (Hip), im 

Cortex (Ctx), in cerebellären (Cb) Purkinjezellen (PCL, purkinje cell layer) und im Thalamus (Tha). 

Zellkerne sind blau angefärbt. 40 Wochen alte Cln6 (-/-)/ nclf Mäuse wurden als Positivkontrolle im 

Vergleich analysiert. Die Scmas-Speicherung in Cln7 (-/-) Mäusen fällt geringer aus als in den Cln6 (-/-)/ nclf 

Mäusen. Die Skalierungsbalken entsprechen 100 µm. Die Ausschnitte auf der rechten Seite zeigen eine 16-

fache Vergrößerung der durch Rechtecke markierten Areale an. GCL = Körnerzellschicht (granule cell 

layer), MCL = Molekularschicht (molecular cell layer). (B) Immunhistochemie von 40 Wochen alten 

Cln7 (-/-)- und Wildtyp Mäusen zeigt Speicherung von Scmas in Niere (Nie), Herz (Her) und Leber (Leb). 

Zellkerne sind blau angefärbt. Die Skalierungsbalken entsprechen 100 µm. Die Ausschnitte auf der rechten 

Seite zeigen eine 16-fache Vergrößerung der durch Rechtecke markierten Areale an. (C) Detergenz-

unlösliche Fraktionen aus dem Gehirn von 40 Wochen alten Cln7 (-/-) und gleichaltrigen Wildtyp Mäusen 

(n=2) wurden durch SDS-PAGE (Acrylamid-Konzentration: 15%) aufgetrennt und durch Scmas Western-

Blot analysiert. Die Färbung der Nitrozellulosemembran mit Ponceau S diente als Ladekontrolle. Die 

molare Masse des Markerproteins ist in kDa angegeben.  

 

Neuere Analysen zeigten, dass im Gehirn von CLN2, CLN3 und CLN10 Patienten, sowie 

in Gehirnen des Mausmodells der CLN11-Erkrankung sowohl Scmas als auch Saposin D 

gespeichert wird (Götzl et al, 2014). Zum Nachweis einer möglichen Saposin D-

Speicherung in Cln7 (-/-) Mäusen wurden Western-Blot-Analysen von RIPA-

Gehirnfraktionen von 36 Wochen alten Cln7 (-/-)- und Wildtyp Mäusen durchgeführt. 

Gehirnextrakte von 21 Tage alten Cts D (-/-) Mäusen, einem Modell der CLN10-

Erkrankung, dienten als Positivkontrolle. In RIPA-Fraktionen der Cts D (-/-), Cln7 (-/-) und 
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der Wildtyp Mäuse wurde eine 65 kDa Prosaposin-Bande detektiert. Eine ca. 10 kDa 

große Saposin D immunreaktive Bande wurde in RIPA-Fraktionen der Cts D (-/-) und 

Cln7 (-/-) Mäuse detektiert, die in Wildtyp Mäusen nur sehr schwach war (Abb. 12A). 

Densitometrische Analysen der Banden zeigten eine signifikante, 1,5-fache Erhöhung 

von Prosaposin und eine 6-fache Erhöhung von Saposin D in Cln7 (-/-)- im Vergleich zu 

Wildtyp Gehirnen (Abb. 12B). 

 
 

Abb. 12 Akkumulation von Prosaposin und Saposin D im Gehirn von Cln7 (-/-) Mäusen. 

(A) RIPA-Fraktionen (100 µg) aus dem Gehirn von 36 Wochen alten Cln7 (-/-) - und Wildtyp Mäusen (n=3), 

sowie je einer 21 Tage alten Cts D (-/-)- und Wildtyp Maus  wurden durch Tris-Tricin-Gelelektrophorese 

(Acrylamid-Konzentration: 12,5 %) aufgetrennt und anschließend durch Saposin D Western-Blotting 

analysiert. Zur Detektion von Saposin D wurde die Nitrozellulosemembran vor der Blockierung für 5 

Minuten in PBS gekocht. Als Ladekontrolle diente α-Tubulin. Die molaren Massen der Markerproteine 

sind in kDa angegeben. (B) Nach densitometrischer Quantifizierung der Bandenintensitäten wurden die 

relativen Prosaposin- und Saposin D Mengen auf die α-Tubulin-Konzentration in jeder Probe normalisiert 

und im Balkendiagramm (Mittelwert ± Standardabweichung) dargestellt. Die relative Proteinmenge in 

Wildtyp-Proben wurde gleich 1 gesetzt (**p < 0,01; ***p < 0,005). 

4.1.8 Neuroinflammation im Gehirn der Cln7 (-/-) Mäuse 

Im Gehirn von CLN7 Patienten wurde eine starken Aktivierung von Astrozyten und 

Mikroglia beschrieben (Sharifi et al, 2010). Da die Untersuchungen post mortem 

durchgeführt wurden, fehlt eine Analyse der zeitlichen neuropathologischen 

Veränderungen im Gehirn der CLN7 Patienten. Um nachzuweisen, dass das Cln7 (-/-) 

Mausmodell die neuroinflammatorischen Veränderungen bei CLN7 Patienten 

rekapituliert, wurden immunhistochemische Färbungen von sagittalen Gehirnschnitten 

von Wildtyp- und Cln7 (-/-) Mäusen verschiedener Altersstufen mit Antikörpern gegen 
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Markerproteine für aktivierte Astrozyten (GFAP; glial fibrillary acidic protein) und 

aktivierte Mikrogliazellen (Iba1; ionizing calcium-binding adaptor molecule 1) 

durchgeführt. Eine starke Astrozytose und eine etwas mildere Mikrogliose wurden in 

allen Gehirnregionen, vor allem im Hippocampus, Cortex und Medulla von Cln7 (-/-) 

Mäusen detektiert, die in gleichaltrigen Wildtyp Mäusen nicht zu sehen waren (Abb. 

13A). Zur Analyse des Beginns und des zeitlichen Verlaufs der Astro- und Mikrogliose 

wurden immunhistochemische Untersuchungen an Gehirnen von Cln7 (-/-) und Wildtyp 

Mäusen im Alter von 4, 8, 20, 28 und 40 Wochen durchgeführt. GFAP- bzw. Iba1-

Färbungen zeigten einen früheren Beginn der Astrozytose (ca. 20 Wochen) im Vergleich 

zur Aktivierung der Mikrogliazellen (ca. 28 Wochen). Bei 40 Woche alten Cln7 (-/-) 

Mäusen waren sowohl Astrozytose als auch Mikrogliose am stärksten ausgeprägt (Abb. 

13B).  
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Abb. 13 Progrediente Neuroinflammation im Gehirn von Cln7 (-/-) Mäusen. 

(A) Sagittale Gehirn-Paraffinschnitte von 40 Wochen alten Wildtyp- und Cln7 (-/-) Mäusen wurden mit 

Antikörpern gegen Markerproteine für aktivierte Astrozyten (GFAP) und Mikroglia (Iba1) und 

anschließender Hämalaun-Behandlung gefärbt. Reaktive Astro- und Mikrogliose wurde in allen Cln7 (-/-) 

Gehirnregionen detektiert (Hip: Hippocampus, Ctx; Cortex, Cb: Cerebellum, Tha: Thalamus, Med: 

Medulla). (B) Früh einsetzende, progredient verlaufende Neuroinflammation in Cln7 (-/-) Mäusen. Sagittale 

Gehirnschnitte von 4, 8, 20, 28 und 40 Wochen (W) alten Cln7 (-/-) und Wildtyp- Mäusen wurden mit 

Antikörpern gegen GFAP und Iba1 gefärbt. GFAP-positive Astrozyten und Iba1-positive Mikrogliazellen 

wurden ab dem Alter von 20 bzw. 28 Wochen detektiert, die in Gehirnen von gleichaltrigen Wildtyp-

Mäusen fehlten. Die Skalierungsbalken entsprechen 150 µm 
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4.1.9 Erhöhung lysosomaler Proteine im Cln7 (-/-) Mausmodell 

In vielen LSDs inklusive der NCLs ist die Expression löslicher lysosomaler Enzyme, wie 

Cathepsine, und Membranproteine, wie z.B. Lamp1, erhöht (Götzl et al, 2014; Vitner et 

al, 2010). In 40 Wochen alten Cln7 (-/-) Mäusen wurden durch immunhistochemische 

Analysen erhöhte Mengen des LMPs Lamp1 in verschiedenen Gehirnregionen, vor allem 

in Thalamus und Medulla, detektiert (Abb. 14). 

 

 
 

Abb. 14 Erhöhte Lamp1-Proteinexpression in Gehirnen von Cln7 (-/-) Mäusen. 

Sagittale Gehirnschnitte von 40 Wochen alten Cln7 (-/-) und gleichaltrigen Wildtyp Mäusen wurden mit 

Antikörpern gegen das LMP Lamp1 gefärbt. In allen untersuchten Gehirnregionen (Hip: Hippocampus, 

Ctx; Cortex, Cb: Cerebellum, Tha: Thalamus, Med: Medulla) wurde eine stark erhöhte Lamp1 

Immunreaktivität (braun) im Vergleich zum Wildtyp Mäusen detektiert. Die Skalierungsbalken 

entsprechen 250 µm. Auf der rechten Seite sind jeweils die 16-fachen Vergrößerungen dargestellt.  

 

Im Gehirn von Cln7 (-/-) Mäusen wurde durch Western-Blot-Analysen und quantitative 

Realtime PCR Messungen die Expression von Cathepsin (Cts) B, D und Z untersucht. Im 

Gehirn von 36 Wochen alten Cln7 (-/-) Mäusen war die Proteinmenge von Cts B ca. 2,5-

fach, von Cts D 3-fach und von Cts Z 2-fach im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle erhöht 

(Abb. 15A und B). Die Transkriptmenge von Cts D und Z in Cln7 (-/-) Gehirnen im 

Vergleich zu Wildtyp Gehirnen war signifikant ca. 3,5-fach bzw. 2-fach und die 

Expression von Cts B leicht, aber nicht signifikant, erhöht. (Abb. 15C). 
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Abb. 15 Erhöhte Expression von Cts B, D und Z auf Protein- und mRNA-Ebene im Gehirn von   

Cln7 (-/-) Mäusen. 

(A) Lösliche Fraktionen (100 µg) von 36 Wochen alten Cln7 (-/-) Gehirnen und gleichaltrigen Wildtyp-

Kontrollen (n=2) wurden durch SDS-PAGE (Acrylamid-Konzentration: 12,5%) aufgetrennt und durch Cts 

B, Cts D und Cts Z Western-Blotting analysiert. Als Ladekontrollen dienten Gapdh und β-Tubulin. Die 

Positionen der Vorläufer (V) und reifen (R) Proteinformen und der Markerproteine (in kDa) sind 

angegeben. (B) Die Intensität der immunreaktiven Banden wurde densitometrisch ausgewertet und die Cts-

Proteinmengen gegen die Ladekontrollen normalisiert. Die relativen Cts B-, Cts D- und Cts Z-Mengen in 

Wildtyp Gehirnen wurden auf 1 gesetzt (*p < 0,05, **p < 0,01). (C) Aus 36 Wochen alten Wildtyp- und 

Cln7 (-/-) Gehirnen (n=3) wurde mRNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und die Expression von 

Mfsd8/Cln7, Cts B, Cts D und Cts Z durch quantitativer Realtime PCR analysiert. Die Werte wurden gegen 

β-Aktin normalisiert und die Expression im Wildtyp jeweils auf 1 gesetzt (**p < 0,01; ***p < 0,005). 

 

Um herauszufinden, welche Zellen im Gehirn vermehrt Cts Z exprimieren, wurden 

immunhistochemische Kolokalisations-Analysen mit Antikörpern gegen Cts Z und 

Markerproteinen von Neuronen (NeuN), Astrozyten (GFAP) und Mikrogliazellen (Iba1) 

durchgeführt. In Gehirnschnitten von 40 Wochen alten Cln7 (-/-) Mäusen wurde eine 

erhöhte Cts Z-Proteinkonzentration im Hippocampus, Cortex, Cerebellum, Thalamus und 

Medulla detektiert (Abb. 16A). Die erhöhte Cts Z-Expression wurde hauptsächlich in 

Iba1-positiven Mikrogliazellen und vereinzelt in NeuN-positiven Neuronen gefunden. In 

GFAP-positiven Astrozyten wurde keine vermehrte Cts Z-Expression im Vergleich zu 

gleichaltrigen Wildtyp Mäusen detektiert (Abb. 16B). 
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Abb. 16 Erhöhte Cts Z-Expression im Gehirn von Cln7 (-/-) Mäusen in Mikroglia und Neuronen. 

(A) Immunhistochemie von 40 Wochen alten Cln7 (-/-) Gehirnen und gleichaltrigen Wildtyp-Kontrollen 

zeigt erhöhte Cts Z (Cts Z) Proteinmengen in Hippocampus (Hip), Cortex (Ctx), Cerebellum (Cb), 

Thalamus (Tha) und Medulla (Med) von Cln7 (-/-) Mäusen. Die Skalierungsbalken entsprechen 250 µm. 

Auf der rechten Seite sind die durch die schwarzen Rechtecke markierten Areale in 16-facher Vergrößerung 

dargestellt. (B) Die gleichen sagittalen Gehirnschnitte wurden mit Antikörpern gegen Cts Z (braun) und 

Markerproteinen (rosa) von Mikrogliazellen (Iba1), Neuronen (NeuN) und Astrozyten (GFAP) gefärbt. 

Zellen mit höherer Cts Z Expression sind durch Pfeilköpfe markiert. Es wurde zusätzlich eine Hämalaun-

Färbung durchgeführt. Die Skalierungsbalken entsprechen 20 µm. 

4.1.10 Akkumulation von Eisen im Gehirn der Cln7 (-/-) Mäusen 

Im Transkriptom von 10 Wochen alten Hfe-defizienten (hereditäre-Hämochromatose-

Protein/ high iron FE) Mäusegehirnen wurde eine Dysregulation der NCL-assoziierten 

Gene Ppt1, Tpp1, Cln3, Cln5, Mfsd8/Cln7 und Cln8 festgestellt (Johnstone et al, 2012). 

Dabei war die Cln7 mRNA im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen 1,5-fach 

hochreguliert. Hfe ist ein Transmembranprotein, das mit dem Transferrinrezeptor 

interagiert und die Aufnahme von Eisen in die Zelle reguliert (Gao et al, 2009). Ferner 

wurde gezeigt, dass Lipofuszin-Pigmente zu 2% aus Metallionen, wie Eisen, Kupfer, 

Zink, Aluminium, Mangan und Calcium, zusammengesetzt sind (Gray & Woulfe, 2005). 
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Es sollte untersucht werden, ob die Cln7-Defizienz Einfluss auf die Eisenhomöostase im 

Gehirn hat.  

In Gehirnschnitten von 40 Wochen alten Cln7 (-/-) Mäusen wurden durch Perls Prussian-

Blue-Färbung erhöhte Eisenkonzentrationen im Cortex, Hippocampus (CA1-Region) und 

Thalamus im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen detektiert (Abb. 17A). Anschließend 

wurden die Transkriptmengen verschiedener Eisenstoffwechsel-assoziierter Gene in 

Wildtyp- und Cln7 (-/-) Mäusen mittels quantitativer Realtime PCR überprüft. Es wurden 

signifikant geringere mRNA-Expressionen des Transferrinrezeptors (Tfr) und des 

divalenten Metalltransporters (Dmt 1) und eine ca. 2-fach erhöhte mRNA-Expression der 

leichten Ferritinkette (Ftl1) in Gehirnen 36 Wochen alter Cln7 (-/-) Mäuse im Vergleich 

zu gleichaltrigen Wildtyp-Kontrollen gefunden. Die Transkriptmenge von Ferroportin 

(Fpn1) war gering, aber statistisch nicht signifikant, erniedrigt (Abb. 17B). Die 

verringerte Expression von Tfr und Dmt1, sowie die starke Hochregulation von Ftl1 in 

Cln7 (-/-) Gehirnen, lassen vermuten, dass die Eisenkonzentration in Cln7 (-/-) Gehirnen 

möglicherweise erhöht ist. Western-Blot-Analysen zeigten jedoch, dass die Tfr- und Ftl1-

Proteinmengen in 36 Wochen alten Cln7 (-/-) Mäusen im Vergleich zu gleichaltrigen 

Wildtyp-Kontrollen unverändert waren (Abb. 17C). 
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Abb. 17 Eisenspeicherung in Cln7 (-/-) Gehirnen.  

(A) Perls Prussian-Blue-Färbung von Gehirnschnitten mit anschließender 3,3'-Diaminobenzidine (DAB)-

Reaktion zeigen Eisenablagerungen (schwarze Pfeilköpfe) in Cortex (Ctx), Hippocampus (Hip) und 

Thalamus (Tha) von 40 Wochen alten Cln7 (-/-) Mäusen, die in Wildtyp-Kontrollen abwesend waren. Die 

Skalierungsbalken entsprechen 250 µm (links) bzw. 50 µm (rechts). (B) Aus Gehirnen von 36 Wochen 

alten Cln7 (-/-) und Wildtyp-Mäusen (n=3) wurde die mRNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und die 

Expression von Transferrinrezeptor (Tfr), Ferritin (Ftl1), divalenten Metalltransporter (Dmt1) und 

Ferroportin (Fpn1) durch quantitative Realtime PCR analysiert. Die quantifizierten mRNA-Mengen wurden 

auf den Gehalt von β-Aktin mRNA in jeder Probe normalisiert und die relative mRNA-Expression 

(Mittelwert ± Standardabweichung) von Wildtyp- und Cln7 (-/-) Mäusen dargestellt. Die mRNA-Expression 

der Wildtyp-Proben wurde auf 1 gesetzt (*p < 0,05; ***p < 0,005). (C) Gehirnlysate (70 µg) von 36 

Wochen alten Cln7 (-/-)- und Wildtyp Mäusen wurden durch SDS-PAGE (Tfr-Detektion: Acrylamid-

Konzentration: 8%; Ftl1-Detektion, Acrylamid-Konzentration: 15%) aufgetrennt und durch Western-Blot 

analysiert. Als Ladekontrollen dienten β-Tubulin bzw. Gapdh. Die Proteinmengen von Tfr und Ftl1 waren 

in den Cln7 (-/-) Mäusegehirnen im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen nicht verändert. Die molaren 

Massen der Markerproteine sind in kDa angegeben. 

4.1.11 Gestörte Autophagie als Pathomechanismus im Cln7 (-/-) Mausmodell 

In neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson und 

frontotemporaler Demenz, sowie im Gehirn verschiedener NCL-Mausmodelle (Cln3, 

Cln6, Cts D/ Cln10) wurden vermehrt Autophagosomen detektiert (Koike et al, 2005; 

Mizushima et al, 2002; Tanaka et al, 2014; Thelen et al, 2012).  
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Abb. 18 Aggregation von Autophagie-Adapterproteinen und polyubiquitinierter Proteine in       

Cln7 (-/-) Gehirnen. 

(A) Aus Gehirnhomogenaten von 40 Wochen alten Wildtyp- und Cln7 (-/-) Mäusen (n=3) wurden 

Detergenz-lösliche und -unlösliche Fraktionen hergestellt, durch SDS-PAGE (Acrylamid-Konzentration: 

10%; p62, Beclin1, Ubiquitin; Acrylamid-Konzentration: 15%; LC3) aufgetrennt und durch Western-

Blotting analysiert. Als Ladekontrollen dienten β-Tubulin, Gapdh und Ponceau S. Die molaren Massen der 

Markerproteine sind in kDa angegeben (B) Nach densitometrischer Quantifizierung der Bandenintensitäten 

wurden die relativen Mengen von LC3-II, Beclin1, p62 und polyubiquitinierten Protein auf die 

Konzentration der Ladekontrollen in jeder Probe normalisiert und im Balkendiagramm (Mittelwert ± 

Standardabweichung) dargestellt. Die relative Proteinmenge in Wildtyp-Proben wurde gleich 1 gesetzt 

(*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,005). 

 

Um zu überprüfen, ob im Gehirn Störungen der Autophagie Pathomechanismus bei der 

CLN7-Erkrankung beteiligt sind, wurden Western-Blot-Analysen mit Antikörpern gegen 

etablierte Markerproteine der Autophagie durchgeführt. In 40 Wochen alten Cln7 (-/-) 

Gehirnen wurden in Western-Blot-Analysen 2-fach höhere Mengen des Autophagie-

Markerproteins LC3-II in Detergenz-löslichen Fraktionen im Vergleich zu Wildtyp-

Kontrollen detektiert (Abb. 18A und B). Um zu untersuchen, ob die Akkumulation von 

Autophagosomen auf eine erhöhte Neubildung und/ oder verminderte Fusion bzw. Abbau 

in Lysosomen zurückzuführen ist, wurden die Proteinmengen von Beclin1 in Western-

Blot-Analysen quantifiziert. Die densitometrische Auswertung der Bandenintensitäten 

zeigte nach Normalisierung keine signifikanten Unterschiede der Beclin1-Mengen 

zwischen Cln7 (-/-)- und Wildtyp Gehirnen. Diese Befunde zeigen, dass die höheren 

Mengen an LC3-II-positiven Autophagosomen nicht auf eine Induktion der Autophagie 
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zurückzuführen ist. In Detergenz-unlöslichen Fraktionen der Cln7 (-/-) Gehirne wurden 

10-fach und 2-fach erhöhte Mengen des Autophagie-Adapterproteins p62 bzw. 

polyubiquitinierter Proteine im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen gefunden (Abb. 

18A und B). Immunhistochemische Färbungen zeigten, dass p62- und Ubiquitin-positive 

Aggregate in Neuronen verschiedener Gehirnregionen (Hippocampus, Cortex, 

Cerebellum, Thalamus und Medulla) detektiert wurde (Abb. 19). Zusammenfassend 

zeigen die Daten, dass eine Störung der Makroautophagie im Endstadium der CLN7-

Erkrankung einen Pathomechanismus im Gehirn der Cln7 (-/-) Mäuse darstellt, der 

möglicherweise zur Neurodegeneration beiträgt.   
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Abb. 19 P62-positive und polyubiquitinierte Proteinaggregate im Gehirn von Cln7 (-/-) Mäusen.  

Immunhistochemie von 40 Wochen alten Cln7 (-/-) Mäusen und Wildtyp-Kontrollen zeigen große p62- und 

Ubiquitin-positive Aggregate (schwarze Pfeilköpfe) in Hippocampus (Hip), Cortex (Ctx), Cerebellum (Cb), 

Thalamus (Tha) und Medulla (Med). Die Zellkerne sind mit Hämalaun angefärbt. Die Skalierungsbalken 

entsprechen 200 µm. Auf der rechten Seite sind die durch die schwarzen Rechtecke markierten Areale in 

16-facher Vergrößerung dargestellt. 

4.1.12 Neurodegeneration im Cln7 (-/-) Mausmodell 

In Magnetresonanztomographie (MRT)-Untersuchungen wurde im Gehirn von CLN7 

Patienten mit variant spät-infantilem Phänotyp eine schnell fortschreitende, starke 

Atrophie des Cortex und Cerebellums gefunden (Aiello et al, 2009; Sharifi et al, 2010).  
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Abb. 20 Neurodegeneration im Riechkolben, Cortex und Cerebellum von Cln7 (-/-) Mäusen. 

(A) Magnetresonanztomographie (MRT)-Aufnahmen (sagittale Schnittebene) zeigen Gehirnatrophie im 

Bereich des Riechkolbens (weißer Pfeil), Cerebellums (weißer Pfeilkopf) und zerebralen Cortex (weißer 

Stern) in 36 Wochen alten Cln7 (-/-) Mäusen (n=5), die in gleichaltrigen Wildtyp-Kontrolltieren nicht zu 

detektieren war. In Aufnahmen mit transversaler Schnittebene ist Atrophie im Riechkolben (weißer Pfeil) 

und eine leichte Erweiterung innerer Ventrikel, die das Cerebellum begrenzen (weißer Pfeilkopf), 

erkennbar. Die verschiedenen Gehirnregionen sind eingezeichnet (Rk: Riechkolben, Au: Auge, Ctx: 

Cortex, Hip: Hippocampus, V: Ventrikel, Cb: Cerebellum). (B) Keine Veränderung der Morphologie und 

Zellzahl cerebellärer Purkinjezellen in 36 Wochen alten Cln7 (-/-) Gehirnen im Vergleich zur Wildtyp-

Kontrolle. Gehirnschnitte wurden mit Antikörpern gegen ein Markerprotein für Purkinjezellen (Calbindin) 

inkubiert. Der Nachweis der Erstantikörper erfolgte durch Biotin-gekoppelte Sekundärantikörper mit 

abschließender DAB-Detektion (oben). Purkinjezellen sind in braun und Zellkerne in blau dargestellt. In 

der Fluoreszenzmikroskopie erfolgte der Nachweis des Erstantikörpers durch Alexa Fluor 546 gekoppelte 

Sekundärantikörper. Purkinjezellen sind rot dargestellt. Die Skalierungsbalken entsprechen jeweils 70 µm. 

 

Bei MRT-Untersuchungen von 36 Wochen alten Cln7 (-/-) Mäusen wurde 

Neurodegeneration im Riechkolben, Cortex und Cerebellum beobachtet, die in 

gleichaltrigen Wildtyp-Kontrollmäusen fehlte (Abb. 20A). Um zu überprüfen, ob die 
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Atrophie des Cerebellums auf den Verlust cerebellärer Purkinjezellen zurückzuführen ist, 

wurden sagittale Gehirnschnitte von 36 Wochen alten Cln7 (-/-)- und Wildtyp-Mäusen 

immunhistochemisch mit einem gegen ein Markerprotein für cerebelläre Purkinjezellen 

(Calbindin) gerichteten Antikörper angefärbt. Dabei wurden keine Unterschiede in der 

Morphologie und Anzahl cerebellärer Purkinjezellen beobachtet (Abb. 20B). 

4.1.13 Photorezeptoren-Degeneration und pathologische Veränderungen in der 

Retina von Cln7 (-/-) Mäusen 

Ein Hauptmerkmal der CLN7- aber auch anderer NCL-Erkrankungen (CLN1, CLN2, 

CLN3, CLN5, CLN6, CLN8) stellt die frühzeitige Erblindung der Patienten durch 

Neurodegeneration in der Retina dar (Jalanko & Braulke, 2009). Da auch andere NCL-

Mausmodelle, wie Cln3, Cln6/nclf, Cln8 und Cln11 retinale Degeneration zeigen 

(Bartsch et al, 2013; Hafler et al, 2014; Seigel et al, 2002; Seigel et al, 2005) wurde in 

Zusammenarbeit mit Wanda Jankowiak und Udo Bartsch von der Klinik und Poliklinik 

für Augenheilkunde (UKE) die altersabhängigen morphologischen und biochemischen 

Veränderungen in der Retina von Cln7 (-/-) Mäusen untersucht. Schnitte der zentralen und 

peripheren Retina von 16 Wochen alten Cln7 (-/-) Mäusen und gleichaltrigen Wildtyp-

Kontrollen wurden durch Immunhistochemie mit Antikörpern gegen Markerproteine von 

Photorezeptoren (Recoverin) untersucht. Die neuronalen Zellschichten in der Retina 

wurden mittels einer DAPI-Färbung dargestellt. Die äußere Körnerschicht (onl; outer 

nuclear layer) der Retina, in der die Zellkörper der Photorezeptoren lokalisiert sind, ist 

DAPI- und Recoverin-positiv. In den 16 Wochen alten Cln7 (-/-) Mäusen war die 

Schichtdicke der äußeren Körnerschicht (onl) im Vergleich zu Wildtyp Mäusen bereits 

um 30 % vermindert (Abb. 21A). In der onl der zentralen Retina waren ca. 3-4 

Zellschichten, in der onl der peripheren Retina ca. 1-2 Zellschichten detektierbar. Um die 

lysosomale Dysfunktion und Pathologie in der Retina von Cln7 (-/-) Mäusen zu 

analysieren, wurden biochemische Untersuchungen durchgeführt. Da die Schichtdicke 

der retinalen onl bei 16 Wochen alten Cln7 (-/-) Mäusen bereits stark vermindert war, 

wurden die Retinas von 8 Wochen alten Mäusen präpariert und analysiert. Western-Blot-

Analysen von Detergenz-unlöslichen- und RIPA-Fraktionen zeigten die Speicherung von 

Scmas und Saposin D in der Retina der Cln7 (-/-) Mäuse, die in Wildtyp Mäusen nicht 

beobachtet wurde. Weiterhin wurden in Cln7 (-/-) Retinas im Vergleich zu den Wildtyp-
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Kontrollen erhöhte Mengen der lysosomalen Proteinen Lamp1, Cts B, Cts D und Cts Z 

beobachtet (Abb. 21B). 

 
 

Abb. 21 Progressive Degeneration der Photorezeptoren und lysosomale Dysfunktion in der Retina 

von Cln7 (-/-) Mäusen. 

(A) Immunhistochemie retinaler Schnitte von 16 Wochen alten Cln7 (-/-)- und Wildtyp Mäusen zeigt die 

Neurodegeneration der DAPI (blau) und Recoverin- (rot) positiven äußere Körnerzellschicht (outer nuclear 

layer, onl) in der zentralen und peripheren Retina. Die Skalierungsbalken entsprechen 100 µm. Auf der 

rechten Seite sind die durch die weißen Rechtecke markierten Areale von Cln7 (-/-)- und Wildtyp-Retinas in 

4-facher Vergrößerungen dargestellt. (B) Akkumulation von Scmas und erhöhte Proteinexpression 

lysosomaler Proteine. Retinas von acht Wochen alten Wildtyp (Wt) und Cln7 (-/-) und Mäusen (n=3) wurden 

vereint und in gleiche Aliquots zur Gewinnung von Triton X-100-löslichen (Detektion von Cts D, B, Z) 

und unlöslichen Fraktionen (Detektion von Scmas) bzw. RIPA-Fraktionen (Detektion von Prosaposin, 

Saposin D, Lamp1) aufgeteilt. Aliquots wurden durch SDS-PAGE (Acrylamid-Konzentration: 15%) bzw. 

Tris-Tricin SDS-PAGE (Acrylamid-Konzentration: 12,5%; Detektion von Prosaposin, Saposin D, und 

Lamp1) aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und durch Western-Blot analysiert. Ponceau S, Gapdh 

und α-Tubulin dienten als Ladekontrollen. Die molaren Massen der Markerproteine sind in kDa angegeben. 

4.1.14 Funktionelle Analysen mit Cln7 (-/-) embryonalen Mausfibroblasten 

Pulse-Chase-Analysen von metabolisch markierten Zellen in Verbindung mit der 

Immunpräzipitation als Proteindetektion sind eine sehr sensitive und geeignete Methode, 

um die Biosynthese und die Kinetik des intrazellulären Transports und posttranslationaler 

Modifikationen von neusynthetisierten lysosomalen Enzymen zu analysieren (Pohl & 

Hasilik, 2015). Die Untersuchung der Zellüberstände erlaubt Aussagen über eine 

mögliche Misssortierung lysosomaler Enzyme ins Medium. In Cln7-defizienten Zellen 

(MEFs) wurde der Biosyntheseweg zum Lysosom und die proteolytische Prozessierung 

der beiden neusynthetisierten, M6P-modifizierten lysosomalen Enzyme Cts D und Cts Z 
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untersucht. Wildtyp- und Cln7 (-/-) MEFs wurden aus E-14,5-Embryonen isoliert und 

kultiviert. Sie wurden auf 3,5 cm-Petrischalen ausplattiert und bei Erreichen der 

Konfluenz mit [35S]-Methionin metabolisch markiert, danach entweder geerntet oder für 

5 h lang im Chase-Medium inkubiert. Um die Aufnahme möglicher misssortierter Cts D- 

oder Cts Z-Vorläuferformen zu inhibieren, wurde dem Medium während der Chase-

Periode M6P zugefügt. Analyse der Fluorogramme zeigten keine Veränderungen in der 

Biosynthese, dem Transports und der proteolytischen Prozessierung von Cts D und Cts Z 

in Cln7 (-/-) MEFs im Vergleich zu Wildtyp MEFs (Abb. 22A und B). Die korrekte 

Prozessierung der lysosomalen Enzyme im Lysosom zu intermediären bzw. reifen 

Proteinformen ist ein Hinweis auf einen unveränderten pH im Lysosom von Cln7 (-/-) 

MEFs. 

 
 

Abb. 22 Biosynthese, Sortierung und proteolytische Spaltung von Cts D und Cts Z sind in Cln7 (-/-) 

MEFs nicht verändert. 

Wildtyp- und Cln7 (-/-) MEFs wurden für 1 h in Methionin-freiem Hungermedium inkubiert und für 45 min 

mit Pulse-Medium, welches [35S]-Methionin (100 µCi/ml) und 5 mM Mannose-6-Phosphat (M6P) enthielt, 

metabolisch markiert. MEFs wurden entweder geerntet oder für weitere 5 h in Chase-Medium inkubiert. 

Nach der Zelllyse wurden Cts D (A) und Cts Z (B) jeweils aus den Zellen und Medien immunpräzipitiert, 

die Präzipitate durch SDS-PAGE (Acrylamid-Konzentration: 12,5 %) aufgetrennt und mittels 

Fluorographie analysiert. Die Vorläufer (V)-, intermediären (i)- und reifen (r) Proteinformen, sowie die 

molaren Massen der Markerproteine (kDa) sind angegeben. 

 

LSDs können sekundär zur Störungen des intrazellulären Membrantransports und der 

Endozytose führen (Metha, 2012). Zur Analyse der MPR300- und Clathrin-abhängigen 

Endozytose in Cln7-defizienten Zellen wurden Cln7 (-/-) und Wildtyp MEFs mit [125I]-

markierter Arylsulfatase B (ASB) inkubiert und die Zellen entweder geerntet oder für 

weitere 2 und 4 h mit nicht-radioaktivem Medium kultiviert (Chase). Die Fluorogramme 
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zeigten gleiche Mengen des ~60 kDa ASB-Vorläuferproteins und der prozessierten ~40 

kDa ASB-Intermediärform nach dem Chase in Cln7 (-/-) und Wildtyp MEFs (Abb. 23). 

Die Spezifität der Aufnahme wurde durch die starke Hemmung der ASB-Endozytose in 

Medien mit M6P gezeigt (Abb. 23). Die M6P-abhängige Bindung und Aufnahme der 

ASB durch den MPR300, der intrazelluläre Transport der ASB-haltigen Vesikel zu 

endosomalen Kompartimenten und die Prozessierung der ASB-Vorläuferformen zu 

Intermediärformen waren in Cln7-defizienten Zellen nicht verändert.   

 
 

Abb. 23 M6P-abhängige Endozytose von ASB ist in Cln7 (-/-) MEFs nicht verändert. 

Wildtyp- und Cln7 (-/-) MEFs wurden für 20 min mit [125I]-markierter ASB in An- (+M6P) und Abwesenheit 

von 10 mM M6P inkubiert. Zellen wurden entweder geerntet oder für weitere 2 oder 4 h mit Chase-Medium 

inkubiert. Zelllysate wurden durch SDS-PAGE (Acrylamid-Konzentration: 10 %) aufgetrennt und mittels 

Autoradiographie analysiert. Die Vorläufer (V)- und intermediäre (i)- Proteinform, sowie die molaren 

Massen der Markerproteine (kDa) sind angegeben. 

 Adaptorprotein-abhängiger Transport des lysosomalen 

Membranproteins CLN7 

In eukaryotischen Zellen existieren fünf heterotetramere Adaptorproteinkomplexe AP1 

bis AP5, die aus zwei großen (AP1-γ/β1, AP2-α/β2, AP3-δ/β3, AP4-ε/β4, AP5ζ/β5), 

einer mittleren (µ1-µ5) und einer kleinen Untereinheit (σ1-σ5) zusammengesetzt sind. 

APs interagieren mit Sortierungssignalen in den zytosolischen Domänen der Cargo-

Proteine und mit Hüll- und akzessorischen Proteinen und vermitteln den intrazellulären 

und sekretorischen Transport (Park & Guo, 2014). In Arbeiten von Dr. Steenhuis wurde 

gezeigt, dass CLN7 ein dominantes N-terminales Di-Leucinmotiv vom Typ 

[D/E]XXXL[L/I] und zwei funktionelle C-terminale Tyrosinmotive vom Typ YXXØ 

besitzt (Steenhuis et al, 2010). Durch yeast three-hybrid (Y3H) Experimente zeigte Dr. 

Steenhuis, dass die N-terminale CLN7-Domäne mit den AP1-γ/σ1-, AP2-α/σ2-, AP3-

δ/σ3-Hemikomplexen, nicht jedoch mit AP4-γ/σ4 interagiert. Durch Alanin-Substitution 

der kritischen E9, L13, L14-Reste des N-terminalen Sortierungssignals wurde die 
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Interaktion inhibiert (Steenhuis, 2015). In yeast two-hybrid (Y2H) Experimenten wurde 

die Interaktion der C-terminalen CLN7-Domäne mit den µ1A und µ4-Untereinheiten 

gezeigt. Die Alanin-Substitution der Tyrosinreste der beiden Tyrosin-Sortierungssignale, 

allein oder in Kombination, verhinderte die Interaktion (Steenhuis, 2015). Ziel der 

vorliegenden Arbeit war es, die Interaktionen der N- und C-terminalen Domänen von 

CLN7 mit den APs durch unabhängige Methoden zu bestätigen. Schließlich sollte die 

Bedeutung der CLN7-AP Interaktionen für den intrazellulären Transport und die 

Lokalisation von CLN7 in vivo mit Hilfe von AP-herunterregulierten (kd, knockdown) 

Zelllinien analysiert werden. 

4.2.1 Glutathion S-Transferase (GST)-Kopräzipitations-Analysen verifizieren die 

Interaktion des N-terminalen Di-Leucinmotivs mit AP1 und AP2 

Bei den Y2H/ Y3H-Analysen wurde die Interaktion des N- und C-Terminus (NT/CT) von 

CLN7 mit den AP-Hemikomplexen bzw. den einzelnen APµ-Untereinheiten untersucht. 

Um die CLN7-AP Interaktionen zu verifizieren und Aussagen über die Affinität der 

Bindung zu erhalten, wurden GST-Kopräzipitations-Analysen mit den vollständigen 

heterotetrameren APs durchgeführt.  
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Abb. 24 GST-Pulldown zeigt die Interaktion des CLN7-NT mit AP1 und AP2. 

(A) Aminosäuresequenzen des CLN7-NT und CLN7-CT. Die kritischen Reste der N-terminalen Di-

Leucin- und Tyrosin-haltigen Motive sind fett dargestellt, durch Alanin-substituierte Reste sind rot 

eingezeichnet. (B) 100 µg Wildtyp und mutante (GST-CLN7-NT E9L13L14-AAA; GST-CLN7-CT 

Y503Y513-AA), an Glutathion-Agarose gebundene, GST-Fusionsproteine wurden für 2 h auf einem Drehrad 

mit HEK293T-Lysaten (2,5 mg pro Kopräzipitationsansatz) inkubiert. GST diente als Negativkontrolle, um 

unspezifische Bindung an GST auszuschließen. Gebundene Proteine wurden durch Hitzedenaturierung bei 

95 °C solubilisiert und die Eluate durch SDS-PAGE (Acrylamid-Konzentration: 8 %) aufgetrennt. Die 

Anwesenheit von APs in den Eluaten wurde durch AP1γ, AP2α, AP3δ und AP4ε-Western-Blotting 

überprüft. Es wurden Interaktionen von CLN7-NT mit AP1 und AP2 detektiert. 10% der eingesetzten 

HEK293T-Lysatmengen wurden zum Vergleich im Western-Blot analysiert. Die Mengen der für die 

Kopräzipitationen aufgereinigten GST-Fusionsproteine wurden durch Coomassie-Färbung überprüft. Die 

molaren Massen der Markerproteine (kDa) sind angegeben. 

Hierzu wurden rekombinant exprimierte und affinitätsaufgereinigte GST-CLN7 

Fusionsproteine mit HEK293T-Lysaten, die alle Adaptorproteine enthalten, inkubiert und 

gebundene APs durch Western-Blotting quantifiziert. Als Köderproteine wurden GST-

Fusionsproteine mit dem CLN7-NT (GST-CLN7-NT; AS 1-40) und CT (GST-CLN7-

CT, AS 503-518) in E. coli Zellen exprimiert und affinitätsaufgereinigt. Als 

Negativkontrollen dienten GST und GST-CLN7-Fusionsproteine, bei denen die 

kritischen AS-Reste des Di-Leucin- (GST-CLN7-NT E9L13L14-AAA) und der beiden 

Tyrosin-Sortierungssignale (GST-CLN7-CT Y503Y513-AA) durch Alanin substituiert 

wurden (Abb. 24A). Die apparenten Molekulargewichte der exprimierten GST bzw. 

GST-Fusionsproteine stimmten mit den vorhergesagte Größen von etwa 26 kDa für GST, 
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30,8 kDa für GST-CLN7-NT, 30,6 kDa für GST-CLN7-NT E9L13L14-AAA, 28 kDa für 

GST-CLN7-CT und 27,8 kDa GST-CLN7-CT-Y503A Y513A überein (Abb. 24B). An 

Glutathion-Agarose gebundene Köderproteine wurden mit HEK293T-Lysat auf dem 

Drehrad inkubiert, gewaschen und die interagierenden Proteine durch Hitzedenaturierung 

bei 95 °C von der Glutathion-Agarose eluiert. Die Eluate der Kopräzipitation wurden 

durch SDS-PAGE aufgetrennt und die CLN7-AP Interaktion durch AP1γ-, AP2α-, AP3δ- 

und AP4ε-Immundetektion überprüft. Nach Abzug der unspezifischen Bindung des GST-

CLN7-NT E9L13L14-AAA Fusionsproteins wurde AP1 (Kopräzipitation von 4 % des 

eingesetzten AP1) als Hauptinteraktionspartner des CLN7-NT identifiziert. Es wurde eine 

schwache Bindung von AP2 (Kopräzipitation von 0.7 % des eingesetzten AP2) an den 

CLN7-NT, während keine Bindung an AP3 und AP4 detektiert wurde. Eine unspezifische 

Bindung an GST wurde ausgeschlossen, da keine Interaktion der Negativkontrolle GST 

mit den AP-Proteinen gefunden wurde. Die CLN7-NT/AP1 und CLN7-NT/AP2 

Interaktionen wurden durch das N-terminale Di-Leucinmotiv vermittelt, da die Alanin-

Substitution der kritischen Reste (GST-CLN7-NT E9L13L14-AAA) die Bindung 

verhinderte. Es wurden keine, durch Western-Blot-Analysen detektierbare, spezifische 

Interaktion der GST-CLN7-CT Fusionsproteine mit den untersuchten APs detektiert 

(Abb. 24B). 

4.2.2 Die Tyrosin-Motive der C-terminalen Domäne von CLN7 interagieren mit 

µ1A und µ2 

Der CLN7-CT enthält zwei funktionelle Tyrosin Motive (Y503KRL, Y513GRI) vom Typ 

YXXØ. Für die lysosomale Sortierung von CLN7 sind die Tyrosin-Motive nicht 

essentiell, da die Alanin-Substitution der kritischen Tyrosinreste allein oder in 

Kombination zu keiner höheren Misssortierung von CLN7 an die Plasmamembran führte. 

Die Alanin-Substitution des Di-Leucin- in Kombination mit den beiden Tyrosinmotiven 

erhöht jedoch die Misssortierung von CLN7 an die Plasmamembran, was eine Bedeutung 

der Tyrosinmotive für die Endozytose von fehlsortiertem CLN7 vermuten lässt 

(Steenhuis et al, 2010). Zur Verifizierung der im Y2H-System gefundenen Interaktion 

des CLN7-C Terminus mit der AP1-µ1 Untereinheit und zur Analyse der Interaktion mit 

µ2 und µ3A, wurden Oberflächen-Plasmonen-Resonanz-Messungen (SPR) mit 

kommerziell synthetisierten CLN7-CT Peptiden und in E. coli rekombinant exprimierten, 
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über Ni-NTA aufgereinigten 6xHis-µ1A, 6xHis-µ2 und 6xHis-µ3A-Untereinheiten 

durchgeführt. Die exprimierten Proteine haben die erwartete Größe von etwa 33 kDa für 

μ1A (AS 158-423), 35 kDa für μ2 (AS 158-435) und 31 kDa für μ3A (AS 178-418) (Abb. 

25A). Rekombinant exprimiertes µ4 stand für die Untersuchungen nicht zur Verfügung, 

da es in dem E. coli-Expressionssystem unlöslich war. Das Wildtyp Peptid CVV-

Y503KRLIALSVRY513GRIQE und die Alanin-substituierten Peptide CVV-

A503KRLIALSVRY513GRIQE (Y503A), CVV-Y503KRLIALSVRA513GRIQE (Y513A) 

und CVV-A503KRLIALSVRA513GRIQE (Y503Y513-AA) wurden über die SH-Gruppen 

der N-terminalen Cysteinreste kovalent an einen CM5-Chips im Biacore 3000-Biosensor 

gekoppelt (Abb. 25B). Zwischen dem N-terminalen Cysteinrest und dem Y503 Rest von 

CLN7 wurden zwei Valinreste als Spacer eingeführt. Für jedes einzelne, gekoppelte 

Peptid wurden hintereinander µ1A, µ2 und µ3A (Konzentration 1 µM) in das Flusssystem 

injiziert. Die Interaktion des CLN7-CT Y503Y513-AA-Peptids und den µ-Untereinheiten 

dienten als Negativkontrollen und wurde von den Biosensorgrammen subtrahiert. In den 

SPR-Messungen wurde die stärkste Interaktion des CLN7-CT WT-Peptids mit µ2 und 

eine wesentlich schwächere Interaktion mit µ1A, nicht jedoch mit µ3A detektiert (Abb. 

25C). Die Alanin-Substitution Y503A verminderte die Interaktion der CLN7-CT-Peptide 

mit µ2 um 83 % und mit µ1A um 80 %. Die Alanin-Substitution Y513A verminderte die 

Interaktion der CLN7-CT-Peptide mit µ2 um 58 % und mit µ1A um 52,5 %. Das steile 

Abfallen des Sensorgramms nach Stoppen der AP µ-Injektion in der Dissoziationsphase 

weist auf eine schwache Bindung und schnelle Dissoziation der µ-Analyten von den 

immobilisierten CLN7-CT Liganden hin (Abb. 25C). 
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Abb. 25 SPR-Sensorgramm zeigt Interaktion des CLN7-CT mit µ2 und µ1A  
(A) Coomassie-gefärbtes SDS-Gel (Acrylamid-Konzentration 12,5 %) der gereinigten 6xHis-μ1A, 6xHis-

µ2 und 6xHis-µ3A Untereinheiten. Die Reinigung der μ-Untereinheiten erfolgte über den N-terminalen 

6xHis-tag durch Ni-NTA-Affintätschromatographie und anschließender Gelfiltration. (B) AS-Sequenzen 

der WT und mutanten CLN7-CT Peptide. Tyrosinreste und durch Alanin substituierte Tyrosinreste im 

CLN7-CT-Peptid sind fett dargestellt. (C) SPR-basiertes Sensorgramm der Interaktion von auf einem CM5-

Chip immobilisierten CLN7-CT-Peptid mit aufgereinigten und injizierten µ1A, µ2 und µ3A (Konzentration 

1 µM) zeigt eine starke Interaktion des Wildtyp-Peptids (rot) mit µ2, eine schwache Interaktion mit µ1A 

und keine Interaktion mit µ3A. Dabei hat die Mutation Y503A (blau) einen größeren reprimierenden Effekt 

auf die Bindung als Y513A (grün). Die Sensorgramme des WT CLN7-CT sind in rot, die mutanten CLN7-

CT Y503A und Y513A Peptide in blau bzw. grün dargestellt. Das Sensorgramme der Doppelmutante 

Y503Y513-AA wurde für diese Darstellung subtrahiert. Die Resonanz in response units [RU] ist angegeben. 

4.2.3 Kinetische Analysen des lysosomalen Transports von CLN7 in AP-kd  

HEK293T-Zellen  

Y2H/ Y3H-Analysen, GST-Kopräzipitations- und Biacore-Interaktions-Analysen zeigen, 

dass die CLN7-NT und -CT sowohl mit den AP1/AP2 Hemikomplexen als auch mit den 

AP1-µ1A und AP2-µ2 Untereinheiten interagieren. Die Daten lassen vermuten, dass der 

intrazelluläre Transport von CLN7 in Clathrin-beschichteten Vesikeln sowohl direkt über 

AP1 als auch indirekt über AP2, durch Internalisierung an der Plasmamembran, erfolgt. 

Um die Bedeutung der CLN7-AP-Interaktionen in vivo zu analysieren, wurde die Kinetik 

des intrazellulären Transports von CLN7 zum Lysosom in AP-kd HEK293T-Zellen 

untersucht. HEK293T-Zellen wurden zweimal in 48 h-Intervallen mit einer non-target 

siRNA (als Negativkontrolle) oder siRNA gegen die AP1γ-, AP2α-, AP3δ- und AP4ε-

Untereinheiten transfiziert. 24 Stunden vor Beginn der Analysen wurden die Zellen 

transient mit 3xFLAG-CLN7 oder 3xFLAG-CLN7 E9L13L14-AAA cDNAs transfiziert. 
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CLN7 mit mutiertem N-terminalen Di-Leucin-Motiv (3xFLAG-CLN7 E9L13L14-AAA) 

diente als Positivkontrolle für CLN7 mit erhöhter Konzentration an der Plasmamembran 

(Steenhuis et al, 2010). 96 h nach Beginn der siRNA-Transfektion wurden die Zellen in 

Methionin-freiem Medium inkubiert, für 1 h mit [35S]-Methionin metabolisch markiert 

und für 5 h in Chase-Medium kultiviert. Nach FLAG-Immunpräzipitation wurden die 

Präzipitate durch SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Fluorographie analysiert. Da neu 

synthetisiertes CLN7 nach Erreichen des Lysosoms von Cts L zu einem 38 kDa großen 

Fragment gespalten wird (Steenhuis et al, 2012), diente das CLN7-Fragment als Indikator 

für die lysosomalen Lokalisation von CLN7. In 3xFLAG-CLN7 E9L13L14-AAA 

überexprimierenden HEK293T-Zellen wurde hauptsächlich die 55-70 kDa Form 

präzipitiert und der Anteil der prozessierten 38 kDa Form war gering, da die Kinetik des 

Transports zum Lysosom aufgrund der Misssortierung an die Plasmamembran 

verlangsamt ist (Abb. 26A). Die densitometrische Quantifizierung der 38 kDa-Bande im 

Vergleich zur CLN7-Gesamtproteinmenge zeigte, dass in 3xFLAG-CLN7 E9L13L14-

AAA transfizierten HEK293T-Zellen die Proteinmenge der 38 kDa-Bande um ca. 80 % 

reduziert war, in den AP-kd Zellen jedoch kein signifikanter Unterschied im Vergleich zu 

3xFLAG-CLN7 transfizierten und mit non-target siRNA behandelten Zellen detektierbar 

war (Abb. 26B). Die Herunterregulierung der APs wurde in einer Western-Blot-Analyse 

mit Antikörpern gegen AP1γ, AP2α, AP3δ und AP4ε überprüft. Die AP2α-, AP3δ- und 

AP4ε-Untereinheiten konnten fast vollständig herunterreguliert werden, während bei 

AP1γ noch Restprotein detektierbar war (Abb. 26C).  
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Abb. 26 Pulse-Chase-Analysen zeigen keine veränderte proteolytische Spaltung von [35S]-

markiertem 3xFLAG-CLN7 in AP1γ-, AP2α-, AP3δ- und AP4ε-kd HEK293T-Zellen 

(A) HEK293T-Zellen wurden zwei Mal in einem 48 h-Intervall mit einer non-target siRNA (neg) oder 

siRNA gegen AP1γ, AP2α, AP3δ und AP4ε transfiziert. 72 h nach Beginn der ersten siRNA-Transfektion 

wurden die Zellen mit 3xFLAG-CLN7 bzw. 3xFLAG-CLN7 E9L13L14-AAA transfiziert. 24 nach der 

letzten Transfektion wurden die Zellen für 1 h in Methionin-freiem Hungermedium inkubiert und für 1 h 

mit Pulse-Medium, welches [35S]-Methionin (100 µCi/ml) enthielt, metabolisch markiert. Nach Abnahme 

des Pulse-Mediums wurden die Zellen für 5 h in Chase-Medium inkubiert. Nach der Zelllyse und FLAG-

Immunpräzipitation wurden die Präzipitate durch SDS-PAGE (Acrylamid-Konzentration: 12,5 %) 

aufgetrennt und mittels Fluorographie analysiert. Die molaren Massen der Markerproteine (kDa) sind 

angegeben. (B) Densitometrische Quantifizierung der Proteinmenge der 38 kDa-Bande relativ zur CLN7-

Gesamtproteinmenge. Die Proteinmenge der mit 3xFLAG-CLN7 transfizierten HEK293T-Zellen wurde 

gleich 1 gesetzt. (C) Gesamtproteinhomogenate der oben beschriebenen HEK293T-Zellen wurden durch 

SDS-PAGE (Acrylamid-Konzentration: 8 %) aufgetrennt. Die Effizienz des AP-kd wurde durch Western-

Blot-Analyse mit Antikörpern gegen AP1γ, AP2α, AP3δ und AP4ε untersucht. Als Ladekontrolle diente β-

Tubulin. 

4.2.4 Herstellung von stabil exprimierenden (CLN7-HA-lum) HeLa-Zellen durch 

retrovirale Transduktion  

Um die Oberflächenkonzentration von Membranproteinen zu bestimmen, können 

biochemische oder Fluoreszenz-basierte Methoden, wie Totalreflexionsfluoreszenz-

Mikroskopie (TIRF)-Mikroskopie oder Durchflusszytometrie- (Fluorescence-Activated 

Cell Sorting/ FACS)-Analysen durchgeführt werden. Aufgrund der im Vergleich zu 

Zelloberflächenbiotinylierung höheren Sensitivität wurden FACS-Analysen 
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durchgeführt, um die Konzentration von CLN7 an der Zelloberfläche zu bestimmen. 

Dafür wurde ein Antikörper benötigt, der eine der extrazellulär lokalisierten CLN7-

Schleifen oder alternativ ein eingeführtes Epitop detektiert. Aufgrund des Fehlens eines 

geeigneten Antikörpers wurde ein CLN7-cDNA Konstrukt kloniert, bei dem ein HA-

Epitop Tag in die große luminale Schleife L9 hinter dem Asn-Rest in Position 395 

(CLN7-HA lum) inseriert wurde (Abb. 27A). Expressionsexperimente zeigten, dass bei 

transienter Transfektion von HeLa-Zellen nur wenige Zellen (< 10 %) CLN7-HA lum 

exprimierten. Um stabile, CLN7-HA lum-exprimierende HeLa-Zellen herzustellen, 

wurde eine retrovirale Transduktion durchgeführt. Die CLN7-HA lum und CLN7-

HA lum L13L14-AA cDNAs wurden in den retroviralen Expressionsvektor pLXIN 

einkloniert und die Konstrukte zur Virusproduktion in Phoenix Zellen, einer HEK293T-

basierten Verpackungszelllinie, transient transfiziert. CLN7 mit mutiertem Di-Leucin 

Sortierungssignal (CLN7-HA lum L13L14-AA) diente als Positivkontrolle für erhöhte 

Zelloberflächenkonzentration des Proteins. HeLa-Zellen wurden mit den retroviralen 

Überständen transduziert, nach antibiotischer Selektion vereinzelt und zu Einzelklon-

Zellpopulationen herangezüchtet. Zum Nachweis der Expression von CLN7-HA und 

CLN7-HA L13L14-AA in den Einzelklonen wurden HA-Western-Blot-Analysen mit 

Membranfraktionen durchgeführt. In stabilen, CLN7-HA lum transduzierten Zellen 

wurden eine 15 kDa und eine 18 kDa Bande detektiert. In CLN7-HA lum L13L14-AA 

exprimierenden Zellen wurde im HA-Western-Blot eine immunreaktive Bande mit einem 

apparenten Molekulargewicht von ca. 50-75 kDa detektiert (Abb. 27B). Um zu 

überprüfen, ob CLN7-HA lum in allen stabil transfizierten Zellen exprimiert wird und 

dass die Insertion des HA-Epitop Tags nicht zur Fehlfaltung und Retention von CLN7-

HA lum im ER bzw. zur Misssortierung in nicht-lysosomale Kompartimente führt, 

wurden Kolokalisierungs-Analysen durchgeführt. In Immunfluoreszenz-Analysen 

kolokalisierte CLN7-HA lum mit dem lysosomalen Markerprotein Cts D, während 

CLN7-HA lum L13L14-AA hauptsächlich an der Plasmamembran detektiert wurde (Abb. 

27C). Die Experimente zeigen, dass die Insertion des HA-Epitop Tags nicht zur 

Fehlfaltung und Misssortierung von CLN7 führt und das HA-Epitop zur Detektion durch 

Western-Blot- und Immunfluoreszenz-Analysen mit den verfügbaren Antikörpern 

geeignet ist.  
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Abb. 27 Stabile Expression von CLN7-HA lum und CLN7-HA lum L13L14-AA in Hela-Zellen 

(A) Schematische Darstellung des CLN7-HA lum Konstrukts. Das humane CLN7-HA lum-Protein besitzt 

12 putative Transmembrandomänen,  zwei benutzte N-Glykosilierungsstellen, 11 Schleifen (L1-11), einen 

zytosolischen N und C Terminus und einen luminalen HA-Tag, der hinter dem Asn-Rest in Position 395 in 

die luminale Schleife L9 eingefügt wurde. (B) Stabile Expression von CLN7-HA lum und CLN7-HA lum 

L13L14-AA in HeLa-Zellen: zur Produktion von retroviralen Partikeln wurde die Verpackungszelllinie  

Phoenix- mit pLXIN-CLN7-HA lum bzw. pLXIN-CLN7-HA lum L13L14-AA-Expressionsvektoren 

transient transfiziert. HeLa-Zellen wurden nach 48 h Virusproduktion mit den viralen Überständen 

transduziert und 24 h später mit G418 selektioniert. G418-resistente Hela-Zellklone wurden trypsiniert und 

durch FACS- Zellsortierung zu Einzelzellklonen vereinzelt. Membranfraktionen der stabil exprimierenden 

Einzelklonpopulationen wurden per SDS-PAGE (Acrylamid-Konzentration: 10 %) aufgetrennt und durch 

HA-Western-Blotting analysiert. Ponceau S diente als Ladekontrolle. Die molaren Massen der 

Markerproteine (kDa) sind angegeben. (C) Lokalisation von CLN7-HA in Lysosomen. Stabile CLN7-HA 

bzw. CLN7-HA L13L14-AA exprimierende HeLa-Zellen wurden fixiert und mit Antikörpern gegen HA 

(grün) und dem lysosomalen Markerprotein Cts D (rot) inkubiert. Nach Inkubation mit Fluorophor 

gekoppelten Sekundärantikörpern wurden die Präparate mit 63xfacher Vergrößerung durch konfokale 

Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Die überlagerten Bilder (merge, gelb) zeigen die Kolokalisation von 

CLN7-HA lum mit Cts D und die Zelloberflächenlokalisation von CLN7-HA lum L13L14-AA. Die 

Skalierungsbalken entsprechen 20 µm. 

4.2.5 Erhöhte CLN7-Konzentration an der Plasmamembran in AP1γ und AP2α-

kd HeLa-Zellen 

Die stabil CLN7-HA lum bzw. CLN7-HA lum L13L14-AA exprimierenden HeLa-

Einzelklonpopulationen wurden für die quantitativen FACS-Analysen verwendet. CLN7-

HA lum-exprimierenden Zellen wurden zweimal in 48 h Intervallen entweder mit non-
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target siRNA (Negativkontrolle) oder siRNA gegen AP1γ, AP2α, AP3δ oder AP4ε 

transfiziert. Die Zelloberflächenkonzentration von CLN7 in AP-kd Zellen im Vergleich 

zu Kontrollzellen diente als Maß für die Misssortierung in Abwesenheit eines APs 

(Janvier & Bonifacino, 2005). Zur Detektion von CLN7-HA lum an der Plasmamembran 

wurden die Zellen zunächst mit einem HA-Antikörper bei 4 °C und anschließend mit 

einem gegen den HA-Antikörper gerichteten, Alexa Fluor 647-gekoppelten 

Zweitantikörper inkubiert und die Fluoreszenz im APC-A-Kanal des FACS Canto II 

quantifiziert. In AP1γ- bzw. AP2α-kd Zellen war der relative Median der detektierten 

Fluoreszenz 1,2- bzw. 1,6-fach im Vergleich zu non-target-siRNA kd-Zellen erhöht. In 

CLN7-HA lum L13L14-AA-exprimierenden Zellen war der relative Median der 

Fluoreszenz 7,5-fach erhöht im Vergleich zu HA-CLN7 exprimierenden, non-target-

siRNA kd-Zellen. In CLN7-HA lum-exprimierenden, AP3δ- bzw. AP4ε-kd HeLa Zellen 

wurde keine erhöhte Konzentration von CLN7-HA an der Zelloberfläche im Vergleich 

zu non-target-siRNA knockdown-Zellen gemessen (Abb. 28A und B). Um die 

Effektivität des AP-kd nach zweifacher siRNA-Transfektion zu kontrollieren, wurden 

Western-Blot-Analysen durchgeführt. Es wurde gezeigt, dass die AP1γ-, AP2α-, AP3δ- 

und AP4ε-Untereinheiten effektiv und spezifisch herunterreguliert wurden. Die 

Herunterregulierung einer AP-Untereinheit führte nicht zur unspezifischen 

Herunterregulierung bzw. kompensatorischen Hochregulation der anderen AP-

Untereinheiten. Gleichzeitig waren die β-Tubulin-Mengen in AP-kd Zellen im Vergleich 

zu non-target-siRNA kd Zellen unverändert (Abb. 28C).  
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Abb. 28 Erhöhte Zelloberflächenkonzentration von CLN7 in AP1γ- und AP2α-kd HeLa-Zellen. 

(A) CLN7-HA lum-exprimierende Zellen wurden zweimal in einem 48 Std. Intervall mit non-target siRNA 

(als Negativkontrolle, rot) bzw. siRNA gegen AP1γ, AP2α, AP3δ oder AP4ε (blau) transfiziert. 96 h nach 

Beginn der ersten siRNA-Transfektion wurden die Zellen bei 4°C mit HA-Antikörpern und Alexa Fluor 

647-gekoppelten Sekundärantikörpern gefärbt und die Fluoreszenz im APC-A Kanal des FACS Canto II 

quantifiziert. CLN7-HA lum L13L14-AA-exprimierende Zellen (grün) dienten als Positivkontrolle für 

erhöhte Zelloberflächenkonzentration von CLN7. In AP1γ- und AP2α-kd Zellen wurde eine 1,2- bzw. 1,6-

fach höhere CLN7-Zelloberflächenkonzentration im Vergleich zu non-target-siRNA kd Zellen gemessen, 

während in AP3δ- und AP4ε-kd Zellen keine Unterschiede detektiert wurden (*). (B) Quantifizierung der 

relativen Konzentration von CLN7-HA lum an der Zelloberfläche. Der relative Median der Fluoreszenz 

von CLN7-HA-exprimierenden, non-target siRNA kd Zellen wurde auf 1 gesetzt (roter Balken). Der 

Median der Fluoreszenz in AP-kd (blauer Balken) und in CLN7-HA L13L14-AA exprimierenden Hela-

Zellen (grüner Balken) sind angegeben. (C) HeLa-Zelllysate wurden durch SDS-PAGE (Acrylamid-

Konzentration: 8 %) aufgetrennt. Die Effektivität der Herunterregulierung der APs wurde in der Western-

Blot-Analyse mit Antikörpern gegen AP1γ, AP2α, AP3δ und AP4ε analysiert. Als Ladekontrolle diente β-

Tubulin.
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5. Diskussion 

Die CLN7-Erkrankung ist eine autosomal-rezessiv vererbte, neurodegenerative 

lysosomale Speichererkrankung des Kindesalters, die durch Mutationen im 

MFSD8/CLN7 Gen verursacht wird. Das MFSD8/CLN7 Gen kodiert für ein polytopes 

lysosomales Membranglykoprotein mit putativer Transporterfunktion. Klinisch 

manifestiert sich die CLN7-Erkrankung im Alter von zwei bis sechs Jahren durch 

Epilepsien und Entwicklungsverzögerung. Im Laufe der Erkrankung treten weitere 

Symptome, wie psychische und motorische Retardierung, Sehverlust, Myoklonien und 

Ataxien auf. Die Erkrankung ist bisher unheilbar und CLN7 Patienten versterben 

frühzeitig im Alter von 6,5-18 Jahren (Kousi et al, 2009). Die Mehrzahl der CLN7 

Patienten präsentiert sich mit einem spät-infantilen Phänotyp; kürzlich wurden jedoch 

auch CLN7 Patienten mit juvenilen und asymptomatischen Krankheitsverläufen 

beschrieben (Kousi et al, 2009; Roosing et al, 2015). Aufgrund der Seltenheit der 

Erkrankung und der begrenzten Verfügbarkeit von humanem Gehirngewebe sind der 

Beginn und die Progression der neurodegenerativen Veränderungen im Gehirn und in der 

Retina, die betroffenen Gehirnregionen sowie die beteiligten Pathomechanismen 

weitgehend unbekannt. Bei CLN7 Patienten wurden die wichtigsten neuropathologischen 

Veränderungen durch MRT-Untersuchungen oder immunhistochemische Analysen an 

Gehirnen im Endstadium der Erkrankung post mortem dokumentiert (Anderson et al, 

2013; Mole et al, 2011). Um die morphologischen, neurodegenerativen und 

biochemischen Veränderungen der CLN7-Erkrankung besser zu verstehen, sollte durch 

Ausschalten des homologen Mfsd8/Cln7-Gens der Maus ein Tiermodell generiert werden. 

Außerdem wurde ein polyklonaler anti-Cln7 Antikörper generiert, der das endogene Cln7 

Protein in Western-Blot-Analysen detektiert und Studien zur gewebespezifischen 

Expression von Cln7 erlaubte. 

 Generierung und phänotypische Analyse eines Cln7-lacZ Gene-

trap Mausmodells 

Zur Generierung von Cln7-Mausmodellen wurden kommerziell erhältliche ES-Zellen 

vom EUCOMM-Konsortium verwendet, bei denen durch FRT-Sequenzen flankierte 
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lacZ- und Neomycin-Expressionskassetten zwischen Exon 1 und 2 des murinen 

Mfsd8/Cln7-Gens inseriert wurden. In den Cln7-lacZ Gene-trap (Cln7 (tm1a/tm1a)) -Mäusen 

wird die Sequenz von Exon 1 mit der lacZ-Sequenz gespleißt, sodass in der resultierenden 

mRNA die Sequenzen der Exone 2-12 fehlten. Homozygote Cln7 (tm1a/tm1a) Mäuse waren 

überlebensfähig, fertil und zeigten keine erhöhte Mortalität im Vergleich zu 

Kontrolltieren. In diesen Mäusen wurde keine neurologische Symptomatik, wie ein 

Clasping-Phänotyp, motorische Defizite, Epilepsien oder Ataxien bis zu einem Alter von 

24 Monaten beobachtet. Neurone mit stärkster Autofluoreszenz waren cerebelläre 

Purkinjezellen, pyramidale Neuronen in der CA3-Region des Hippocampus und Neurone 

im Thalamus von Cln7 (tm1a/tm1a) Mäusen (Damme et al, 2014). Die Ultrastruktur des 

elektronendichten Speichermaterials in hippocampalen und cerebellären Neuronen der 

Cln7 (tm1a/tm1a) Mäuse enthielt lamelläre Profile. Immunhistochemische Untersuchungen 

an Cln7 (tm1a/tm1a) Mäusen zeigten Scmas-Speicherung hauptsächlich in Purkinje- und 

Körnerzellen des Cerebellums. Parallel wurde eine progrediente Aktivierung von 

Astrozyten und Mikrogliazellen im Gehirn und Rückenmark gefunden. Die 

Photorezeptorenschicht in der Retina von 8,5 Monate alten Cln7 (tm1a/tm1a) Mäusen war 

degeneriert und retinale Astrozyten waren aktiviert. Im Gehirn der Cln7 (tm1a/tm1a) Mäuse 

wurde weder eine offensichtliche Gehirnatrophie, noch ein Verlust von Neuronen im 

cerebellären Cortex gefunden (Damme et al, 2014). 

5.1.1 Analyse der Expression und subzellulären Lokalisation von Cln7 

Aufgrund der niedrigen Abundanz von Cln7 und des Fehlens spezifischer CLN7-

Antikörper existieren bisher nur Daten zur Cln7 mRNA Expression beim Menschen und 

bei der Ratte, die durch Northern-Blot-Analysen, quantitative Realtime PCR- und in situ 

Hybridisierung gewonnen wurden (Sharifi et al, 2010; Siintola et al, 2007). Da bei 

Cln7 (tm1a/tm1a) Mäusen die Expression der lacZ-Kassette unter der Kontrolle des 

endogenen Mfsd8/Cln7-Promotors steht, war es möglich, die gewebespezifische Cln7-

Expression indirekt an Gehirnschnitten adulter, heterozygoter Cln7 (+/tm1a) Mäuse über 

enzymatische Aktivitätsmessungen der β-Galaktosidase zu bestimmen. Die stärkste 

Expression von Cln7 im Mausgehirn wurde in Neuronen-reichen Regionen des 

Hippocampus und des gesamten zerebralen Cortex detektiert. Im Caudate putamen, 

Thalamus und Cerebellum war die Expression geringer, wobei Purkinje Zellen stärker 
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exprimierten als Neuronen der Körnerzellschicht (Damme et al, 2014). Western-Blot-

Analysen von Wildtyp Mäusen zeigten eine ubiquitäre Cln7-Expression im Gehirn und 

peripheren Organen. Eine besonders starke Expression von Cln7 wurde im Cortex und 

Cerebellum festgestellt (Abb. 7). Beim Vergleich der Cln7-Expression durch β-

Galaktosidase Aktivitätsbestimmung und durch Western-Blot-Untersuchungen wurden 

Unterschiede festgestellt. So wurde in Gewebeschnitten von Herz und Leber keine β-

Galaktosidase Aktivität detektiert (Damme et al, 2014), während Western-Blot-Analysen 

zeigten, dass Cln7 in allen untersuchten Organen exprimiert war (Abb. 7). Die starke 

Scmas Speicherung im Herz der Cln7 (-/-) Mäuse würde die Expressionsdaten aus den 

Western-Blot-Analysen bekräftigen (Abb. 11). Im Cerebellum war die β-Galaktosidase 

Aktivität geringer als im Cortex und Hippocampus (Damme et al, 2014), während im 

Western-Blot gleiche Cln7 Proteinmengen in Cortex und Cerebellum gefunden wurden 

(Abb. 7). Im Unterschied zur indirekten β-Galaktosidase Aktivitätsbestimmung stellt die 

Cln7 Western-Blot Analyse jedoch eine direkte Nachweismethode dar. Außerdem wird 

die Cln7 Proteinmenge nicht nur durch die Biosynthese, sondern auch durch 

unterschiedliche Halbwertszeiten von Cln7, z.B. aufgrund unterschiedlicher Raten von 

Proteolyse durch Cysteinproteasen, bestimmt (Steenhuis et al, 2010). Die neu generierten 

Ergebnisse zur Cln7 Proteinexpression stimmen mit Northern-Blot-Analysen von 

humanem Gewebe, die eine ubiquitäre CLN7-Expression im Gehirn und in peripheren 

Organen zeigen, überein (Siintola et al, 2007). Regionale Unterschiede der Cln7-

Expression im Mausgehirn mit höherer Cln7 Expression in Hippocampus und Cortex 

wurden durch quantitative Realtime PCR Analysen im Rattengehirn bestätigt (Sharifi et 

al, 2010). Die starke β-Galaktosidase Expression in neuronalen Schichten (Gyrus 

dentatus, CA1/CA3-Region, Purkinjezellen, Körnerzellschicht) des Cln7 (+/tm1a) Gehirns 

weist auf eine hohe Cln7-Expression in Neuronen hin (Damme et al, 2014). In 

Übereinstimmung damit wurde in kultivierten Gehirnzellen der Ratte durch quantitative 

Realtime PCR Analysen gezeigt, dass die Cln7 mRNA in Neuronen stärker als in 

Astrozyten und Mikroglia exprimiert wird (Sharifi et al, 2010). Autofluoreszenz und 

lysosomalen Speicherung von Scmas in Neuronen des Hippocampus (CA3-Region), des 

cerebellären Cortex (Purkinje- und Körnerzellschicht) und des zerebralen Cortex lassen 

vermuten, dass Cln7 hauptsächlich in Neuronen eine wichtige Funktion besitzt. 
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Subzelluläre Fraktionierungen und Analyse von Tritosomen aus Lebergewebe von 

Wildtyp Mäusen zeigten, dass endogenes Cln7 in lysosomalen Membranen lokalisiert ist 

(Damme et al, 2014). Diese Ergebnisse bestätigten die Lokalisation von CLN7 in 

aufgereinigten Lysosomen, die aus humaner Plazenta und Rattenleber gewonnen, und 

massenspektrometrisch analysiert wurden (Bagshaw et al, 2005; Schröder et al, 2007) 

und die Kolokalisierung von CLN7 mit lysosomalen Markerproteinen in kultivierten 

hippocampalen Neuronen (Sharifi et al, 2010). Der generierte polyklonale anti-Cln7 

Antikörper war aufgrund von unspezifischer Kreuzreaktivität mit einem Kernprotein 

nicht zur Bestimmung der Expression und subzellulären Lokalisation von endogenem 

Cln7 durch Immunhistochemie geeignet. Der generierte Antikörper detektiert jedoch 

spezifisch endogenes Cln7 in der Western-Blot-Analyse, was durch Abwesenheit 

immunreaktiver Cln7-Proteine in lysosomalen Fraktionen von Cln7 (tm1a/tm1a) und       

Cln7 (-/-) Mäusen, sowie die Detektion immunreaktiver Cln7-Proteine in Wildtyp 

Fraktionen mit erhöhter elektrophoretischer Mobilität nach enzymatischer 

Deglykosilierung zeigten (Abb. 6 und 7; Damme et al, 2014). 

 Generierung und phänotypische Analyse eines Cln7-knockout 

Mausmodells 

Durch Kreuzung der Cln7 (tm1a/tm1a) Mäuse mit Flp- und Cre-Deleter Mäusen wurden 

knockout-Mäuse (Cln7 (-/-)) mit einer Deletion des Exon 2 im Mfsd8/Cln7 Gen generiert. 

Die Deletion von Exon 2 in der Cln7 mRNA wurde durch quantitative Realtime PCR 

Analysen verifiziert (Abb. 6). Sequenzierungs-Analysen von cDNA aus Gehirn, Leber 

und Niere zeigten, dass die Deletion von Exon 2 auf mRNA-Ebene zur Deletion 

c.Cln7 del67_115 führt, die in der abgeleiteten Proteinsequenz in der frameshift-Mutation 

p. Cln7 E23F fsX16 resultiert (Abb. 5). In dem trunkierten Cln7 Protein, das aus den 22 

N-terminalen AS des Wildtyp-Proteins und 15 neuen AS zusammengesetzt ist, fehlen alle 

12 putativen Transmembrandomänen und das in HEK293T-Zellen überexprimierte 

mutante Cln7-Protein wurde weder in Gesamt-Proteinhomogenaten noch in 

Membranfraktionen detektiert (nicht gezeigt). In Übereinstimmung damit bestätigten 

Expressions-Analysen von Geweben der Cln7 (-/-) Maus den ubiquitären Verlust von 

endogenem Cln7 im Gehirn, in der Retina und in verschiedenen peripheren Organen. Die 

Ergebnisse zeigen, dass das verkürzte p. Cln7 E23F fsX16 Protein wahrscheinlich 
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instabil ist und bei der Translation nicht in Membranen inseriert wird und folglich auch 

das Lysosom nicht erreicht. Die generierten Cln7 (-/-) Mäuse sind genetisch CLN7 

Patienten mit der nonsense-Mutation p.CLN7 R35X ähnlich (Kousi et al, 2009). Die 

Mutation p.CLN7 R35X stellt eine schwere Mutation mit wahrscheinlich komplettem 

Funktionsverlust von CLN7 dar, weil ebenfalls sämtliche 12 Transmembrandomänen des 

mutanten CLN7 fehlen und CLN7 Patienten mit dieser Mutation einen schweren 

Krankheitsverlauf vom variant spät-infantilen Phänotyp zeigen. 

5.2.1 Lysosomale Dysfunktion im Cln7 (-/-) Mausmodell 

Im Gehirn von Cln7 (-/-) Mäusen wurde das für NCLs charakteristische 

autofluoreszierende Speichermaterial im Hippocampus (CA3-Region), Cortex, 

Cerebellum (Purkinje- und Körnerzellschicht), Thalamus und Riechkolben detektiert 

(Abb. 9). Im Hippocampus (Gyrus dentatus, CA3-Region) und Cerebellum 

(Purkinjezellen) wurde die Speicherung von Lipofuszin durch Färbungen mit Luxolblau 

verifiziert. Analysen der Ultrastruktur des Speichermaterials in Purkinjezellen von Cln7 (-

/-) Mäusen zeigten, dass hauptsächlich kurvilineare Einlagerungen und vereinzelt 

fingerprint-Strukturen detektierbar waren (Abb. 10). In Übereinstimmung mit dem 

neuropathologischen Phänotyp der Cln7 (-/-) Mäuse zeigen CLN7 Patienten im 

Endstadium der Erkrankung die stärkste Autofluoreszenz im Cerebellum 

(Purkinjezellen), Cortex, Thalamus und Hippocampus (CA3-Region; Anderson et al, 

2013; Mole et al, 2011). Die Ultrastruktur des Speichermaterials in Purkinjezellen der 

Cln7 (-/-) Mäuse ist morphologisch dem Speichermaterial im zerebralen Cortex von CLN7 

Patienten ähnlich, wo rektilineare Einschlüsse und fingerprint-Profile detektiert wurden 

(Anderson et al, 2013; Mole et al, 2011). In einer kürzlich publizierte Fallstudie eines 

chinesischen Schopfhundes mit der frameshift-Mutation p.Cln7 F282fs*13 und typischen 

vLINCL-Symptomen war das Speichermaterial in Purkinjezellen ultrastrukturell aus 

fingerprint-Profilen zusammengesetzt (Guo et al, 2014). Die Akkumulation von Scmas 

im Gehirn von Cln7 (-/-) Mäusen wurde im Hippocampus (CA3-Region), Cortex, 

Cerebellum (Purkinjezellen) und Thalamus detektiert und war etwas geringer ausgeprägt 

als in der bereits gut charakterisierten Cln6 (-/-)/nclf-Maus (Thelen et al, 2012), jedoch war 

Scmas in den gleichen Gehirnregionen lokalisiert. Zudem entspricht die Lokalisation von 

Scmas den Gehirnregionen der Cln7 (-/-) Maus, in denen bereits die Autofluoreszenz 
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detektiert wurde (Abb. 9Abb. 11). In peripheren Organen kommt es bei Cln7 (-/-) Mäusen 

zur Scmas-Speicherung in Herzmuskelzellen und etwas schwächer in Nierentubuli und 

Leber (Abb. 11). In Gewebe von CLN7 Patienten wurde Scmas-Speicherung ebenfalls 

im Herzmuskel, Niere und Leber gefunden (Mole et al, 2011), was zeigt, dass das     

Cln7 (-/-) Mausmodell die pathologischen Eigenschaften der humanen CLN7-Erkrankung 

gut rekapituliert.  

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig biochemisch gezeigt, dass der proteinogene 

Anteil des lysosomalen Speichermaterials im Gehirn der Cln7 (-/-) Mäuse sowohl Scmas 

als auch Saposin D enthält. Da deutlich mehr Saposin D (6-fach erhöht) als Prosaposin 

(2-fach erhöht) in den Cln7 (-/-) Mäusen detektiert wurde (Abb. 12), ist es wahrscheinlich, 

dass die Saposin D-Speicherung auf verminderten Abbau und nicht auf erhöhte 

Biosynthese des Prosaposin-Vorstufenproteins zurückzuführen ist. Saposin A und D 

wurden als Hauptproteinkomponenten des Speichermaterials im Gehirn von CLN1, 

CLN4 und CLN10 Patienten und eines Cln1-Hundemodells beschrieben, das 

ultrastrukturell hauptsächlich GRODs aufweist (Nijssen et al, 2003; Palmer, 2015; 

Tyynelä et al, 1993). Das Speichermaterial im Gehirn von CLN7 Patienten und Cln7 (-/-) 

Mäusen besitzt jedoch keine GRODs, sondern hauptsächlich kurvilineare Einlagerungen 

mit fingerprint-Profilen (Anderson et al, 2013). Die Ultrastruktur des Speichermaterials 

im Gehirn der Cln7 (-/-) Mäuse ist damit den infantilen (CLN2) und spät-infantilen NCL-

Formen (CLN5, CLN6, CLN8), bei denen kurvilineare und rektilineare Einlagerungen 

dominieren, ähnlich (Cotman & Staropoli, 2012). Der biochemische Nachweis der 

Saposin D-Speicherung im Gehirn von Cln7 (-/-) und Cln11 (-/-)  Mäusen sowie von CLN2 

und CLN3 Patienten (Götzl et al, 2014) zeigt, dass die Ultrastruktur des Speichermaterials 

keine eindeutigen Rückschlüsse auf die Zusammensetzung des Speichermaterials und die 

gespeicherten Proteinkomponenten erlaubt.  

Die erhöhte Expression von Cathepsinen, die bereits bei neurodegenerativen 

Erkrankungen (Morbus Alzheimer), aber auch in vielen LSDs wie der Niemann-Pick-

Krankheit, Morbus Gaucher, CLN1 und CLN11 beschrieben wurde, ist ein weiterer 

Hinweis auf lysosomale Dysfunktion im Gehirn der Cln7 (-/-) Mäuse (Amritraj et al, 2009; 

Cataldo et al, 1995; Chandra et al, 2015; Götzl et al, 2014; Vitner et al, 2010). In 

Gehirnen von Cln7 (-/-) Mäusen war die Protein- und mRNA-Expression von Cts D, Cts B 

und Cts Z signifikant erhöht (Abb. 15), was die transkriptionelle Hochregulation der 
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Cathepsin-Expression zeigt. Immunhistochemische Kolokalisierungs-Analysen zeigten, 

dass Cts Z hauptsächlich in Mikrogliazellen und Neuronen, nicht jedoch in Astrozyten 

vermehrt exprimiert wird (Abb. 16). Aufgrund der erhöhten Cts Z-Expression in 

Neuronen kann ausgeschlossen werden, dass erhöhte Cts Z-Mengen in Gehirn der    

Cln7 (-/-) Mäuse auf die erhöhte Anzahl von Mikrogliazellen zurückzuführen sind. 

Weiterhin wurden erhöhte Cts-Mengen deutlich früher (12 Wochen) detektiert als die 

Aktivierung der Mikrogliazellen (28 Wochen; Abb. 13). Die physiologische Bedeutung 

der Hochregulation lysosomaler Cathepsine ist unklar. Erhöhte Cathepsin-

Konzentrationen könnten die lysosomale Membran destabilisieren, was zu erhöhter 

Membranpermeabilität, Apoptose und neuronaler Degeneration führt (Boya & Kroemer, 

2008; Repnik et al, 2012). 

5.2.2 Akkumulation von Eisen im Gehirn der Cln7 (-/-) Mäuse 

Dysregulierte Konzentrationen von Zink, Eisen und Kupfer in NCL-Mausmodellen, 

veränderte Cln7 mRNA-Konzentrationen in Mäusen mit diätetischer Eisenbelastung oder 

in Mausmodellen mit genetisch bedingter Eisenspeicherung sowie die Akkumulation von 

Metallionen im Lipofuszin-Speichermaterial waren die Gründe, um eine direkte oder 

indirekte Bedeutung von CLN7 für die Eisenhomöostase im Gehirn der Cln7 (-/-) Mäuse 

zu überprüfen (Grubman et al, 2014; Höhn et al, 2010; Johnstone et al, 2012; Johnstone 

& Milward, 2010). Um zu analysieren, ob Cln7 direkt oder indirekt am Eisentransport im 

Gehirn beteiligt ist, wurden quantitative Realtime PCR Analysen von Genen, deren 

Transkription durch Fe2+ reguliert wird, durchgeführt. In Gehirnen von 36 Wochen alten 

Cln7 (-/-) Mäusen war die Expression von Tfr und Dmt1 signifikant erniedrigt und von 

Ftl1 im Vergleich zu Kontrollmäusen signifikant erhöht (Abb. 17 B). Der TfR ist an der 

Zelloberfläche lokalisiert und internalisiert via Rezeptor-vermittelter Endozytose 

Transferrin-gebundenes Eisen (Aisen, 2004). Der endosomale DMT1-Transpoter gehört 

zur Gruppe der intrazellulären MFS-Transporter und transportiert Fe2+ aus dem 

endosomalen Lumen ins Zytosol (Skjorringe et al, 2015). Ferritin ist der intrazelluläre 

Eisenspeicher, welcher als Puffer für schwankende intrazelluläre Eisenkonzentrationen 

fungiert (Shi et al, 2008). Die verringerte Expression von Tfr und Dmt1, sowie die starke 

Hochregulation von Ftl1 in Cln7 (-/-) Gehirnen, lassen darauf schließen, dass die 

Eisenkonzentration in Cln7 (-/-) Gehirnzellen erhöht ist (Shi et al, 2008). Es ist allerdings 
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unklar, weshalb die Proteinmengen von Tfr und Ftl1 in Cln7 (-/-) Gehirnen unverändert 

waren (Abb. 17C).  

Im Hippocampus, Cortex und Thalamus von Cln7 (-/-) Mäusen wurden durch Perls 

Prussian-Blue-Färbung (Reaktion für die Detektion von Fe3+) jedoch eine erhöhte 

Eisenkonzentration detektiert (Abb. 17 A). Es gibt die Gruppe der Neurodegeneration mit 

Eisenakkumulation (NBIA)-Erkrankungen, die entweder durch Defekte in Genen 

ausgelöst werden, die für Proteine des Eisenstoffwechsels kodieren (z.B. FTL) oder für 

Proteine, die an anderen zellulären Funktionen, wie z.B. der lysosomalen Aktivität, 

beteiligt sind (z.B. ATP13A2; Levi & Finazzi, 2014). Durch MRT-Untersuchungen 

wurde in diesen Patienten Eisenakkumulation in verschiedenen Gehirnregionen wie dem 

Globus pallidus und der Substantia nigra detektiert. Da bei MRT-Untersuchungen des 

Gehirns von 35 Wochen alten Cln7 (-/-) Mäusen keine Akkumulation von Eisen detektiert 

wurde (nicht gezeigt) und histochemische Analysen keine erhöhten Eisenmengen im 

Globus pallidus und der Substantia nigra von Cln7 (-/-) Mäusen zeigten, ist es 

unwahrscheinlich, dass die CLN7-Erkrankung zur Gruppe der NBIA-Erkrankungen zählt 

und CLN7 eine direkte oder indirekte Funktion im Eisenstoffwechsel hat. Die 

Speicherung von Eisen in Gehirnregionen der Cln7 (-/-) Mäuse mit Autofluoreszenz und 

Scmas-Speicherung (Hippocampus, Cortex und Thalamus) lässt vermuten, dass das in 

Lipofuszin enthaltene Eisen zu der Erhöhung der Eisenkonzentration in Cln7 (-/-) 

Gehirnen führt (Höhn et al, 2010). Es wurde gezeigt, dass artifiziell hergestelltes 

Lipofuszin mit inkorporiertem Eisen in Zellen Caspase-3 hochreguliert, was wiederum 

zur Apoptose führt und es zudem zur Freisetzung von freien Radikalen kommt, was einen 

möglicher Mechanismus darstellt, der zur Neurodegeneration führt (Höhn & Grune, 

2013). Um die Hypothese zu überprüfen, dass Lipofuszin-Speicherung sekundär zur 

Akkumulation von Fe2+ im Gehirn der Cln7 (-/-) Mäuse führt, müssten altersabhängige 

Untersuchungen durchgeführt werden, um eine mögliche Korrelation zwischen 

Lipofuszin-Speicherung und Eisenakkumulation zu überprüfen. Um die Spezifität der 

Fe2+ Akkumulation für das Cln7 Mausmodell zu analysieren, müssten parallel andere 

vLINCL-Mausmodelle, wie die Cln6/nclf oder die Cln8/mnd Maus getestet werden. 
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5.2.3 Neurodegeneration im Gehirn von Cln7 (-/-) Mäusen 

In MRT-Untersuchungen von 35-36 Wochen alten Cln7 (-/-) Mäusen, wurde 

Neurodegeneration im Bereich des Riechkolbens, Cortex und Cerebellums festgestellt 

(Abb. 20). Der Phänotyp der Mäuse stimmt mit CLN7 Patienten überein, bei denen 

Gehirnatrophie hauptsächlich im Cerebellum und zerebralen Cortex detektiert wurde 

(Mole et al, 2011). Immunhistochemische Analysen zeigten jedoch, dass die cerebelläre 

Neurodegeneration in Cln7 (-/-) Mäusen nicht auf Schädigung und Verlust von Neuronen 

der Purkinje- und Körnerzellschichten oder auf Demyelinisierung zurückzuführen ist 

(Abb. 20). Der Phänotyp der Cln7 (-/-) Mäuse unterscheidet sich daher von den CLN7 

Patienten, wo die cerebellären Körnerzellen altersunabhängig komplett absterben und die 

Purkinjezellen und kortikalen Neuronen altersabhängig reduziert sind (Sharifi et al, 

2010). Ferner ist die Neurodegeneration bei Cln7 (-/-) Mäusen schwächer ausgeprägt als 

bei CLN7 Patienten und wird nur im Endstadium der Erkrankung detektiert. Die lacZ-

Reportergen-abhängigen Cln7-Expressions-Analysen im Cln7 (tm1a/tm1a) Mausmodell 

zeigten eine starke Cln7-Expression in den bei CLN7 Patienten neurodegenerativ 

betroffenen Arealen (Damme et al, 2014). In Purkinje- und Körnerzellen, sowie in 

kortikalen Neuronen kommt es im Cln7 (-/-) Mausmodell zur starken Speicherung von 

Scmas. Es ist wahrscheinlich, dass die beobachtete neurologische Symptomatik der 

Cln7 (-/-) Mäusen, wie fortschreitende Lähmung der Hinterbeine, Clasping (Abb. 8), 

Tremor, Hypotonie und Myoklonien im Endstadium der Erkrankung auf 

Neurodegeneration zurückzuführen ist.  

5.2.4 Neuroinflammation im Cln7 (-/-) Mausmodell 

Ein gemeinsames Merkmal der NCLs ist eine progressive, Regionen-spezifische 

Neuroinflammation in frühen Stadien der Erkrankung (Cooper et al, 2006). Es wird 

vermutet, dass die Aktivierung von Astrozyten bei NCLs eine neuroprotektive Funktion 

besitzt und bei Tiermodellen in Gehirnregionen mit späterer Neurodegeneration am 

ausgeprägtesten ist (Cooper et al, 2015). Der frühere Beginn der Neurodegeneration in 

Gehirnen von Gfap/Vimentin/Cln1-defizienten, bei denen Intermediärfilamente der 

Astrozyten fehlen, im Vergleich zu Cln1 (-/-) defizienten Mäusen zeigte, dass die 

Aktivierung von Astrozyten eine neuroprotektive Funktion bei der CLN1-Erkrankung 

besitzt (Macauley et al, 2011). Im Gehirn von Cln7 (-/-) Mäusen wurde eine generalisierte 
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Aktivierung von Astrozyten und Mikroglia in allen untersuchten Regionen gezeigt. Der 

zeitliche Beginn der Astrozytose mit 20 Wochen ist vergleichbar mit anderen vLINCL-

Mausmodellen, wie den Cln6 (-/-)/nclf und Cln8 (-/-)/mnd Mäusen (Kuronen et al, 2012; 

Thelen et al, 2012). Die Mikroglia-Aktivierung setzte in Cln7 (-/-) Mäusen mit 28 Wochen 

später ein und war weniger ausgeprägt als die Astrozytose. Die Neuroinflammation war 

progressiv fortschreitend und im Endstadium der Erkrankung bei Cln7 (-/-) Mäusen am 

stärksten ausgeprägt (Abb. 13). Im Gehirn der CLN7 Patienten wurde Astrozytose im 

Cerebellum und eine generalisierte Mikroglia-Aktivierung im zerebralen Cortex 

(Schichten I-VI, außer V) und den CA2- und CA3-Regionen des Hippocampus 

beschrieben (Sharifi et al, 2010). Da bei CLN7 Patienten nur Daten aus post mortem 

Analysen existieren, fehlen Informationen zu Beginn und Progression der 

Neuroinflammation im Gehirn. Astrozyten besitzen eine wichtige Funktion für die 

Homöostase des zentralen Nervensystems, indem sie Nährstoffe für Neuronen 

bereitstellen, am Recycling von synaptischen Neurotransmittern beteiligt sind und den 

extrazellulären Kaliumhaushalt aufrechterhalten (Di Malta et al, 2012). Mikroglia werden 

durch pathologische Veränderungen in Neuronen aktiviert und sezernieren 

neuroprotektive Faktoren wie den Nervenwachstumsfaktor NGF, Neurotrophin-4/5, den 

Transformierenden Wachstumsfaktor TGF-β, den glial-derived neurotrophic factor 

(GDNF), den Fibroblasten Wachstumsfaktor FGF und Interleukin 3 (Nakajima et al, 

2007). Allerdings werden auch proinflammatorische und neurotoxische Substanzen, wie 

der Tumornekrosefaktor TNF-α, Interleukin-6 und Stickstoffmonoxid sezerniert 

(Hanisch & Kettenmann, 2007). Es ist unklar, ob die Neurodegeneration in Cln7 (-/-) 

Mäusen und CLN7 Patienten auf zellautonome Defekte in Neuronen zurückzuführen ist, 

oder ob CLN7 auch in Astrozyten und Mikroglia eine wichtige Funktion besitzt und 

deshalb die neuroprotektive Wirkung der Gliazellen in Cln7 (-/-) Mäusen gestört ist. Um 

die Bedeutung von Cln7 für die Funktion von Astrozyten zu untersuchen, müssten 

knockout-Mäusen mit konditionaler Ausschaltung des Mfsd8/Cln7-Gens in Astrozyten 

generiert werden. Bei einem Mausmodell für die LSD multiple Sulfatasedefizienz, bei 

dem der Sulfatase modifizierende Faktor 1 (SUMF1) Astrozyten-spezifisch ausgeschaltet 

wurde, führte die lysosomale Speicherung und Dysfunktion von Astrozyten zur 

Neurodegeneration kortikaler Neurone (Di Malta et al, 2012). Im Gegensatz dazu wurde 

in einem Mausmodell für die NPC1-Erkrankung mit Astrozyten spezifischer 
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Ausschaltung von NPC1 keine Neurodegeneration detektiert. Die  zelltypspezifische 

Ausschaltung von NPC1 in Neuronen führte hingegen zur Neurodegeneration, sodass hier 

ein zellautonomer Mechanismus diskutiert wird (Yu et al, 2011). 

5.2.5 Störungen der Autophagie im Gehirn von Cln7 (-/-) Mäusen 

Bei der Makroautophagie werden Zytosol, Organellen, große Proteinaggregate oder 

Pathogene von einer Doppelmembran umschlossen und der Inhalt der Autophagosomen 

nach Fusion mit Lysosomen abgebaut (Glick et al, 2010). Autophagie ist wichtig für die 

Homöostase postmitotischer Zellen, wie Neuronen, die die Konzentration von 

Proteinaggregaten oder geschädigten Organellen nicht durch Zellteilung vermindern 

können (Damme et al, 2015). Die gezielte Ausschaltung der Atg5- oder Atg7-Gene in 

Mäusen führt zur Akkumulation intrazellulärer Proteinaggregate und Einschlüssen in 

Neuronen und schließlich zur Neurodegeneration (Hara et al, 2006; Komatsu et al, 2006). 

Störungen der Autophagie in Verbindung mit Neurodegeneration wurde in 

Mausmodellen für LSDs, wie z.B. Mucolipidose Typ II, und verschiedenen NCLs, wie 

CLN2, CLN3, CLN6 und CLN10, beschrieben (Cao et al, 2006; Koike et al, 2005; 

Kollmann et al, 2012; Micsenyi et al, 2013; Thelen et al, 2012). Um zu überprüfen, ob 

die beobachtete lysosomale Dysfunktion im Gehirn der Cln7 (-/-) Mäuse zu Störungen in 

der Makroautophagie führt, wurden Western-Blot- und immunhistochemische Analysen 

mit etablierten Antikörpern gegen Markerproteine der Makroautophagie durchgeführt. Im 

Gehirn von 40 Wochen alten Cln7 (-/-) Mäusen wurden zweifach erhöhte Mengen des 

Autophagosomen-assoziierten Proteins LC3-II detektiert (Abb. 18). Eine Akkumulation 

von Autophagosomen kann durch eine vermehrte Induktion der Autophagie, durch 

verminderten Abbau von Autophagosomen oder durch einen Fusionsdefekt zwischen 

Autophagosomen und Lysosomen verursacht werden (Settembre et al, 2008). Um 

herauszufinden, ob die Autophagie in Cln7 (-/-) Mäusen induziert ist, wurde die 

Proteinexpression von Beclin1 überprüft. Beclin1 wird als Markerprotein für induzierte 

Autophagie verwendet, da der Beclin1/Vps34-Komplex die Bildung des Phagophors 

aktiviert (Glick et al, 2010). Da die Beclin1-Mengen im Gehirn der Cln7 (-/-) Mäuse 

unverändert waren (Abb. 18), ist die Autophagie in Cln7 (-/-) Mäusen nicht aktiviert. 

Neben der erhöhten Anzahl von Autophagosomen wurden im Gehirn der Cln7 (-/-) Mäuse 

auch große Aggregate des Autophagie-Adapterproteins p62 und polyubiquitinierter 
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Proteine detektiert (Abb. 18Abb. 19). P62 fungiert als Adapterprotein und bindet an LC3-

II, um die selektive Aufnahme und Degradation von polyubiquitinierten 

Proteinaggregaten zu gewährleisten (Bjorkoy et al, 2005). Eine Störung der 

Makroautophagie in Verbindung mit der Akkumulation von p62-positiven Aggregaten 

wurde auch im Gehirn von Mausmodellen der CLN2- und CLN6-Erkrankungen sowie in 

Arylsulfatase G-defizienten Mäusen gezeigt (Kollmann et al, 2012; Kowalewski et al, 

2015; Micsenyi et al, 2013). Die in dieser Arbeit generierten Ergebnisse lassen vermuten, 

dass die konstitutive Makroautophagie und der p62-vermittelte Abbau von 

polyubiquitinierten Proteinen durch die lysosomale Dysfunktion im Gehirn der Cln7 (-/-) 

Mäuse gestört sind. Eine alternative Ursache für die Akkumulation von p62- und 

Ubiquitin-positiven Aggregaten könnte aber auch eine erhöhte Permeabilität der 

lysosomalen Membran sein, wie sie im Gehirn von Cln2 (-/-) Mäusen beschrieben wurde 

(Micsenyi et al, 2013). Um diese Hypothese im Gehirn der Cln7 (-/-) Mäuse zu überprüfen, 

müsste die intra- oder extralysosomale Lokalisation der p62/ Ubiquitin-positiven 

Aggregate durch immunhistochemische Kolokalisierungsanalysen untersucht werden. 

P62 ist auch an anderen Prozessen in der Zelle beteiligt, so wirkt die p62-abhängige 

Aktivierung des TRAF-NFкB Signalwegs positiv auf das Zellüberleben (Sanz et al, 

2000), während die Interaktion von p62 mit Caspase 6 zur Apoptose führt (Jin et al, 

2009). Eine Störung in Autophagieprozesse in der Zelle sowie eine Dysregulation von 

p62 und eine Akkumulation von ubiquitinierten Proteinen könnte zur Apoptose führen 

und damit einen Pathomechanismus für die in Cln7 (-/-) Mäusen auftretende 

Neurodegeneration darstellen. 

5.2.6 Retinale Pathologie der CLN7-Erkrankung 

Der Visusverlust mit finaler Erblindung durch Degeneration von Photorezeptoren in der 

Retina sind typische Merkmale bei NCL-Patienten (Radke et al, 2015). In Mausmodellen 

für die CLN3-, CLN5-, CLN6- und CLN8-Erkrankungen wurde ein Verlust von 

Photorezeptoren beschrieben (Bartsch et al, 2013; Kopra et al, 2004; Seigel et al, 2002; 

Seigel et al, 2005). In Übereinstimmung mit den Daten aus den vLINCL-Mausmodellen 

wurde eine Degeneration von Photorezeptoren in der äußeren Körnerschicht der Retina 

in beiden generierten CLN7-Mausmodellen detektiert (Abb. 21; Damme et al, 2014). In 

der Retina von Cln7 (-/-) Mäusen kommt es bereits in einem Alter von vier Wochen zum 
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Absterben der ersten Photorezeptoren. Die lysosomale Speicherung von Scmas und 

Saposin D konnte ebenfalls nachgewiesen werden und durch die Detektion von erhöhten 

Mengen an Cathepsinen kann man auch in der Retina von einer von einer lysosomalen 

Dysfunktion ausgehen (Abb. 21). Das sehr frühe Einsetzen der Neurodegeneration von 

Photorezeptoren ist ein Hinweis darauf, dass Cln7 in diesen Zellen eine wichtige Funktion 

hat. In dem hypomorphen Cln7 (tm1a/tm1a) Mausmodell, welches aufgrund von Restaktivität 

des Cln7 Proteins keinerlei auffälligen Symptome und keine verkürzte Lebensdauer hat, 

sondern nur Speicherung von Scmas und eine Aktivierung der Gliazellen aufweist, 

kommt es trotzdem zur Photorezeptorendegeneration (Damme et al, 2014). Die besondere 

Bedeutung der vollständigen Cln7-Aktivität für die Homöostase neuronaler Zellen in der 

Retina wird durch die Identifizierung adulter CLN7 Patienten betont, die eine retinale 

Pathologie in Abwesenheit neurologischer NCL-Symptomatik aufweisen (Roosing et al, 

2015). Weshalb es in der Retina beider Cln7 Mausmodelle zur Neurodegeneration 

kommt, ist bisher noch unklar. Es könnte, ähnlich wie im Gehirn der Cln7 (-/-) Mäuse, eine 

gestörte Autophagie zur Neurodegeneration führen, allerdings konnten in der Retina von 

Cln6 (-/-)/nclf  Mäusen keine Veränderungen der Autophagie-Markerproteine LC3-II und 

p62 detektiert werden (Bartsch et al, 2013). Ein anderer Pathomechanismus, der zur 

Degeneration von Photorezeptoren führt, könnte eine Störung des lysosomalen Abbaus 

von Rhodopsin sein. Nach lichtabhängiger Aktivierung des G-Protein-gekoppelten 

Rhodopsinrezeptors, wird Rhodopsin endozytiert und lysosomal abgebaut. In 

Drosophila-Mutanten mit einem defekten endosomalen/ lysosomalen Transport wurde 

gezeigt, dass es zur Akkumulation von Rhodopsin in frühen Endosomen kommt, was 

durch einen noch unbekannten Mechanismus zum Zelltod führt (Chinchore et al, 2009). 

5.2.7 Normale Biosynthese, Sortierung und proteolytische Prozessierung 

neusynthetisierter lysosomaler Hydrolasen in Cln7 (-/-) MEFs 

Störungen der Biosynthese, intrazellulären Sortierung zu Lysosomen und proteolytische 

Aktivierung von neusynthetisierten, löslichen lysosomaler Hydrolasen könnten Ursachen 

für die beobachtete lysosomale Dysfunktion in Cln7-defizienten Geweben sein. Durch 

Immunpräzipitation der lysosomalen Proteasen Cts D und Cts Z aus metabolisch 

markierten Cln7 (-/-)- und Wildtyp MEFs sind Aussagen über die Biosynthese, Kinetik des 

Transports und die Prozessierung in Lysosomen möglich. Humanes Cts D wird als 53 
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kDa Vorstufenprotein synthetisiert, zu Endosomen transportiert und zu einer 47 kDa  

intermediären und anschließend zu zwei 31 kDa und 13-14 kDa reifen Proteinformen 

prozessiert (Gieselmann et al, 1985). Murines Cts Z wird als 38 kDa Vorstufenprotein 

synthetisiert und im Lysosom zu einer 35 kDa großen reifen Form prozessiert (Pohl & 

Hasilik, 2015). Pulse-Chase-Analysen an primären Cln7-defizienten MEFs zeigten keine 

Veränderungen in der Biosynthese, im lysosomalen Transport und in der proteolytischen 

Prozessierung von neusynthetisiertem Cts D und Cts Z. Außerdem wurde keine erhöhte 

Sezernierung von Cts D- und Cts Z-Vorläuferformen ins Medium von Cln7 (-/-) MEFs 

gefunden. Die korrekte Prozessierung von Cts D und Cts Z in Lysosomen von Cln7 (-/-) 

MEFs und im Gehirn von Cln7 (-/-) Mäusen (Abb. 15) zeigt, dass die die lysosomale 

Azidifizierung durch die Cln7-Defizienz nicht gestört ist. Aufgrund dieser Daten kann 

ausgeschlossen werden, dass die lysosomale Dysfunktion in MEFs und im Gehirn der 

Cln7 (-/-) Mäuse durch die verminderte Aktivität von Cts D und Cts Z verursacht wird. Bei 

anderen NCL-Erkrankungen (CLN1 und CLN3) wurden Prozessierungsdefekte bzw. der 

komplette Verlust von Cts D (CLN10) als mögliche Ursache für lysosomale Dysfunktion 

und Störungen der Makroautophagie beschrieben (Chandra et al, 2015; Fossale et al, 

2004; Saftig et al, 1995). Im Gehirn, kultivierten Neuronen, Astrozyten und 

Mikrogliazellen eines Cln1 (-/-) Mausmodells wurden eine gestörte Prozessierung von Cts 

D zu reifen Formen detektiert, die möglicherweise durch eine Störung der lysosomalen 

Azidifizierung und verminderte enzymatische Aktivitäten von Cts L und Cts B bedingt 

sind (Chandra et al, 2015).  

Radioaktive Aufnahmeexperimente mit Cln7 (-/-) MEFs zeigten, dass Bindung, 

Internalisierung, lysosomaler Transport und Degradation von endozytierter ASB im 

Vergleich zu Wildtyp MEFs nicht verändert waren. ASB wird M6P-abhängig 

internalisiert und in den Lysosomen über ein Intermediat von 47 kDa zu einer reifen Form 

von 15 kDa proteolytisch aktiviert (Steckel et al, 1983).  In Cln6 (-/-)/nclf MEFs wurde 

eine vermehrte Aufnahme sowie eine verminderte Degradation des lysosomalen Proteins 

Arylsulfatase A gezeigt (Heine et al, 2004). Die Ergebnisse zeigen, dass die lysosomale 

Dysfunktion in Cln7 (-/-) MEFs nicht auf Störungen der Biosynthese und Endozytosepfade 

zu Lysosomen, Veränderungen des lysosomalen pH-Werts und der proteolytischen 

Prozessierung neusynthetisierter lysosomalen Hydrolasen beruht. 
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5.2.8 Unterschiede zwischen den Cln7 (tm1a/tm1a)- und Cln7 (-/-) Mausmodellen 

Das Cln7 (-/-) Mausmodell rekapituliert wichtige klinische und neuropathologische 

Merkmale der humanen CLN7-Erkrankung vom vLINCL-Phänotyp: neurologische 

Symptome, motorische Defizite, erhöhte Mortalität, Autofluoreszenz und lysosomale 

Speicherung von Scmas, Neuroinflammation und Neurodegeneration im Gehirn und in 

der Retina. Im Unterschied zu CLN7 Patienten wurden bei den Cln7 (-/-) Mäusen die 

neurologischen und motorischen Störungen erst im Endstadium der Erkrankung manifest 

und die Neurodegeneration war weniger stark ausgeprägt. Trotzdem stellt die Cln7 (-/-) 

Maus ein geeignetes Modell dar, um CLN7-spezifische Pathomechanismen im Gehirn 

und in der Retina zu analysieren. Die phänotypischen Analysen zeigten klare 

Unterschiede zwischen den Cln7 (-/-) und den hypomorphen Cln7 (tm1a/tm1a) Mäusen. 

Symptome und neuropathologische Veränderungen, die in Cln7 (-/-) Mäusen, nicht jedoch 

in Cln7 (tm1a/tm1a) Mäusen detektiert wurden, waren eine erhöhte Mortalität, motorische 

und neurologische Defizite, erhöhte Expression von Cathepsinen in Mikrogliazellen und 

Neuronen im Gehirn, Störungen der Makroautophagie und Neurodegeneration im 

Riechkolben, Cortex und Cerebellum (Tabelle 6). Es ist wahrscheinlich, dass geringe 

Mengen des Wildtyp Cln7-Proteins in den hypomorphen Cln7 (tm1a/tm1a) Mäusen 

ausreichen, um die in Cln7 (-/-) Mäusen beobachtete neurologische Symptomatik, erhöhte 

Mortalität und Neurodegeneration im Gehirn zu vermeiden. Die beobachtete 

Neurodegeneration in der Retina von Cln7 (tm1a/tm1a) Mäusen lässt vermuten dass Cln7 eine 

bedeutende Funktion für die Homöostase von Photorezeptoren besitzt und eine retinale 

Pathologie bereits bei einer Verminderung der CLN7-Aktivität resultiert (Damme et al, 

2014). In Übereinstimmung mit dieser Hypothese wurde bei compound heterozygoten 

adulten Patienten, die einen kombinierten Defekt mit einer schweren (p.CLN7 E381* 

oder p.CLN7 K333K fs*3) und einer milden Mutation (p.CLN7 E336Q) im 

MFSD8/CLN7 Gen besitzen, ein asymptomatischer Krankheitsverlauf mit makularer 

Dystrophie aber ohne typische NCL-Symptome wie Neurodegeneration im Gehirn  

beschrieben (Roosing et al, 2015). 
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Tabelle 6 Vergleich der Neuropathologie bei CLN7 Patienten mit den Cln7 (tm1a/tm1a)- und Cln7 (-/-) 

Mausmodellen 

Neuropathologie/ Symptome Humane 

CLN7-

Erkrankung 

Cln7 (tm1a/tm1a) 

Mausmodell 

Cln7 (-/-) 

Mausmodell 

Epilepsien/Myoklonien/Ataxien +++ - ++ 

Erhöhte Mortalität + - + 

Neuroinflammation +++ + +++ 

Neurodegeneration im Gehirn ++ - + 

Retinadegeneration +++ +++ +++ 

Autofluoreszenz +++ ++ +++ 

Speicherung von Scmas +++ ++ +++ 

Speicherung von Saposin D ? ? +++ 

Ultrastruktur des 

Speichermaterials in Neuronen 

rektilinear/ 

fingerprint 

elektronendicht, 

lamellar 

kurvilinear/ 

fingerprint 

Erhöhte Expression lysosomaler 

Enzyme und LMPs 

? - +++ 

5.2.9 Signal-abhängiger Transport von CLN7 zu Lysosomen 

CLN7 ist ein LMP und besitzt ein dominantes N-terminales Di-Leucinmotiv vom Typ 

[D/E]XXXL[L/I] und zwei funktionelle C-terminale Tyrosinmotive vom Typ YXXØ 

(Steenhuis et al, 2010). Di-Leucin- und Tyrosinmotive interagieren mit den 

Untereinheiten der APs, die den intrazellulären Transport von Membranproteinen 

vermitteln (Park & Guo, 2014). Durch Y3H Experimente konnte Dr. Steenhuis zeigen, 

dass die N-terminale CLN7-Domäne mit den AP1-γ/σ1, AP2-α/σ2, AP3-δ/σ3-

Hemikomplexen, nicht jedoch mit AP4-γ/σ4 interagiert. Durch Alanin-Substitution der 

kritischen E9, L13, L14-Reste des N-terminalen Sortierungssignals wurde die Interaktion 

inhibiert. In Y2H Experimenten wurde die Interaktion des CLN7-CT, der zwei 

Tyrosinmotive enthält, mit µ1A und µ4, den Untereinheiten von AP1 und AP4, gezeigt 

(Steenhuis, 2015). Um die gefundenen CLN7/AP-Interaktionen zu verifizieren und die 

Bindungsaffinitäten zu analysieren, wurden in dieser Arbeit SPR- und GST-

Kopräzipitations-Analysen durchgeführt. Die SPR-Analysen zeigten eine 3-fach stärkere 

Interaktion des CLN7-CT mit µ2 im Vergleich zu µ1A und keine Interaktion mit µ3A 
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(Abb. 25). Die CLN7-CT/µ4 Interaktion wurde aufgrund fehlender rekombinanter µ4-

Untereinheit nicht quantifiziert. Während die Interaktion mit µ1A und die fehlende 

Bindung an µ3 in der SPR die Y2H Ergebnisse verifizierte, wurde eine Diskrepanz bei 

der CLN7-CT/µ2 Interaktion detektiert (Steenhuis, 2015). Gründe für die nicht-

beobachtete CLN7-CT/µ2-Interaktion im Y2H könnten eine geringe oder fehlende 

Expression des Gal4AD-µ2 Fusionsproteins in den Hefezellen sein. In Übereinstimmung 

mit den Y2H Daten wurde gezeigt, dass für die CLN7-CT/µ1A bzw. µ2-Interaktion die 

Präsenz beider Tyrosinmotive wichtig war. SPR-Interaktionsstudien mit mutierten 

CLN7-CT Peptiden zeigten jedoch, dass die Interaktionen mit dem Y503KRL-Motiv 

stärker war als die Interaktion mit dem Y513GRI-Motiv. Nach Alanin-Substitution von 

Y503 wurde eine stärkere Abnahme der CLN7-CT µ1A bzw. µ2-Interaktion (80% bzw. 

83%) als nach Alanin-Substitution von Y513 (52,5% bzw. 58%) gefunden. Die stark 

abfallende Dissoziationskurven der CLN7-CT/µ1A bzw. µ2-Biacore-Sensorgramme 

deuten auf eine schwache Interaktion zwischen dem CLN7-CT und den µ1A- und µ2-

Untereinheiten hin (Abb. 25). In Übereinstimmung damit wurde in GST-

Kopräzipitations-Analysen keine Bindung des CLN7-CT mit den heterotetrameren APs 

aus HEK293T-Lysaten detektiert (Abb. 24). Aufgrund der vorhergesagten Position des 

Y503KRL-Motivs direkt in Anschluss an den Valinrest in Position 502 der 

Transmembrandomäne und des resultierenden fehlenden Abstandes zur Membran ist 

dessen Interaktion mit den AP1-µ1A- und AP2-µ2-Untereinheiten in vivo 

unwahrscheinlich. Funktionelle Tyrosinmotive benötigen einen Mindestabstand von 

sechs bis neun AS von der Transmembrandomäne (Bonifacino & Traub, 2003). Für 

Lamp1 wurde gezeigt, dass die Deletion von einer AS oder die Insertion von fünf AS 

zwischen Tyrosinmotiv und Transmembrandomäne den Transport zu Lysosomen fast 

vollständig verhinderte (Rohrer et al, 1996). Zusammenfassend lassen die Daten 

vermuten, dass der CLN7-CT keine bedeutende Rolle für die lysosomale Sortierung von 

CLN7 besitzt. Die erhöhte Zelloberflächenkonzentration von CLN7, bei der das Di-

Leucinmotiv mit den Tyrosinmotiven in Kombination mutiert wurde, im Vergleich zu 

CLN7 mit mutiertem Di-Leucimotiv allein, ist wahrscheinlich auf verminderte AP2-

vermittelte Endozytose von fehlsortiertem CLN7 zurückzuführen (Steenhuis et al, 2010). 

In Y3H-Analysen wurde Interaktion des Di-Leucinmotivs des CLN7-NT mit den 

AP1γ/σ1-, AP2α/σ2- und AP3δ/σ3-Hemikomplexen gezeigt (Steenhuis, 2015). In der 
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vorliegenden Arbeit wurden die Interaktionen des Di-Leucinmotivs des CLN7-NT durch 

GST-Kopräzipitations-Analysen mit AP1 und AP2 bestätigt, nicht jedoch mit AP3 (Abb. 

24). Im Unterschied zu den Y3H-Interaktionsanalysen findet die Wechselwirkung des 

CLN7-NT bei den GST-Kopräzipitations-Analysen in Anwesenheit aller fünf 

verschiedenen APs statt, sodass Aussagen über die Affinität der Wechselwirkung 

möglich sind. Die Daten zeigen, dass das Di-Leucin Motiv des CLN7-NT am stärksten 

mit AP1 und schwächer mit AP2 interagiert (Abb. 24). In ähnlichen Kopräzipitations-

Analysen mit HeLa- und Mausleberlysaten wurde die Interaktion des CLN7-NT mit AP1, 

nicht jedoch mit AP2 und AP3 gezeigt (Sharifi et al, 2010). Aufgrund der starken 

Wechselwirkung des dominanten Di-Leucin Motivs mit AP1 ist zu vermuten, dass CLN7 

hauptsächlich auf direktem Weg vom TGN zu endosomalen Kompartimenten 

transportiert wird. Die fehlende Segregation von CLN7 mit mutiertem Di-Leucinmotiv 

in Clathrin-beschichtete Vesikel im TGN durch AP1 würde zu dessen erhöhter 

Zelloberflächenkonzentration führen (Steenhuis et al, 2010).  

Neben der Wechselwirkung der Sortierungssignale mit den AP-Untereinheiten sind in 

vivo weitere Faktoren, wie die Anwesenheit von Lipiden, Cofaktoren und akzessorischen 

Proteine wichtig. Auch die  Expressionshöhen und unterschiedlichen Konzentrationen 

der APs in verschiedenen Zellkompartimenten spielen eine Rolle (Braulke & Bonifacino, 

2009). Um zu überprüfen, ob CLN7 unter physiologischen Bedingungen über den 

direkten oder indirekten Weg zum Lysosom transportiert wird und welche APs dabei 

wichtig sind, wurden die Kinetik des Transports zu Lysosomen und die Misssortierung 

von CLN7 an die Plasmamembran in AP-kd HEK293T und HeLa-Zellen untersucht 

(Abb. 26Abb. 28). Um die Kinetik des CLN7-Transports zu Lysosomen zu untersuchen, 

wurden Pulse-Chase Experimente an metabolisch markierten AP-kd HEK293T-Zellen 

mit einer kurzen Chase-Zeit von 5 h durchgeführt. Das Verhältnis der im Lysosom 

gespaltenen 38 kDa CLN7-Fragmente zur ungespaltenen CLN7-Proteinfraktion wurde 

als Maß für den lysosomalen Transport verwendet. Die Analysen zeigten keine 

Unterschiede in der Kinetik des Transports von CLN7 zu Lysosomen in AP-kd Zellen im 

Vergleich zu Kontrollzellen (Abb. 26). Bei einer Positivkontrolle mit Alanin-Substitution 

des N-terminalen Di-Leucinmotivs von CLN7 wurde eine stark verlangsamte Kinetik mit 

einer Verminderung des 38 kDa CLN7 Fragments um 80% gefunden. Western-Blot-

Analysen zeigten, dass durch siRNA-vermitteltem kd die AP2α-, AP3δ- und AP4ε-
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Proteinmengen quantitativ reduziert waren, während von der AP1γ-Untereinheit 

Restproteinmengen verblieben. Die Daten zur Kinetik des CLN7-Transports sind daher 

nur für AP2α-, AP3δ- und AP4ε kd Zellen zu interpretieren. FACS-Analysen stellen eine 

alternative, etablierte und sensitive Methode zur Quantifizierung der Misssortierung 

durch Zelloberflächen-Expressionsanalysen von LMPs dar (Janvier et al, 2003). 

Aufgrund der höheren Effizienz des siRNA-vermittelten kd der APs, insbesondere von 

AP1γ, wurden HeLa- anstatt HEK293T-Zellen verwendet (Abb. 28). Für die FACS-

Analysen wurde ein CLN7-Konstrukt mit einem eingefügtem HA-Epitop Tag in der 

luminalen Schleife L9 verwendet. Um Misssortierung an die Plasmamembran durch die 

hohe Überexpression bei transienter Transfektion zu vermeiden, wurden stabile, CLN7-

HA und CLN7-HA L13L14-AA exprimierende HeLa-Zelllinien hergestellt. In Western-

Blot-Analysen wurden eine 15/18 kDa-CLN7-Doppelbande in stabil CLN7-HA 

exprimierenden HeLa-Zellen detektiert, die dem C-terminalen HA-CLN7-Fragment nach 

proteolytischer Spaltung im Lysosom entspricht (Abb. 27). Der inserierte luminale HA-

Tag ist in der Schleife L9 von CLN7 lokalisiert, die in Lysosomen durch Cysteinproteasen 

zweifach gespalten wird (Steenhuis et al, 2012). Im Unterschied zu HEK293-Zellen 

waren die AP1γ-, AP2α-, AP3δ- und AP4ε-Proteinmengen in AP-kd HeLa-Zellen 

signifikant reduziert. In den FACS-Analysen wurde eine erhöhte Menge an CLN7 an der 

Zelloberfläche in AP1γ- (1,2-fach) und AP2α-kd (1,6-fach) Zellen im Vergleich zu 

Kontrollzellen detektiert (Abb. 28). Es ist wahrscheinlich, dass CLN7 sowohl über den 

direkten Weg über AP1, als auch über den indirekten Weg über AP2 zum Lysosom 

sortiert wird. Aufgrund der nur geringen Erhöhung der CLN7 Konzentration an der 

Zelloberfläche in AP1γ- bzw. AP2α-kd Zellen im Vergleich zur 7,5-fachen Erhöhung der 

CLN7-HA L13L14-AA Mutante ist es möglich, dass sowohl AP1 als auch AP2 wichtig für 

die lysosomale Sortierung von CLN7 sind und die Funktion untereinander kompensierbar 

sind. In Übereinstimmung mit dieser Hypothese ist CLN7 in AP1-defizienten MEFs in 

Lysosomen lokalisiert (Sharifi et al, 2010). Um eine gegenseitige Kompensation 

experimentell zu überprüfen, müssten AP1 und AP2 in Kombination oder alternativ die 

schwere Kette von Clathrin herunterreguliert werden (Janvier et al, 2003). Die Bedeutung 

von AP1 und AP2 wurde für den lysosomalen Transport des MFS-Transporters GLUT8 

gezeigt (Diril et al, 2009). 
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6. Zusammenfassung 

Die CLN7-Erkrankung ist eine neurodegenerative, autosomal-rezessiv vererbte 

lysosomale Speichererkrankung, die durch Defekte im MFSD8/CLN7-Gen verursacht 

wird. Das CLN7-Membranglykoprotein ist ein lysosomaler MFS-Transporter mit 

unbekanntem Substrat. In dieser Arbeit wurden durch Deletion des Exon 2 des murinen 

Mfsd8/Cln7-Gens zwei Mausmodelle für die CLN7-Erkrankung generiert: eine Cln7 lacZ 

Gene-trap (Cln7 (tm1a/tm1a)) Maus und eine Cln7 knockout (Cln7 (-/-)) Maus. Mit Hilfe 

dieser Mausmodelle wurden der Beginn und die altersabhängige Progression 

neurodegenerativer, morphologischer und biochemischer Veränderungen im Gehirn, 

sowie die Beteiligung von Pathomechanismen bei der CLN7-Erkrankung analysiert. 

 Analysen der β-Galaktosidase-Expression in der Cln7 (+/tm1a) Maus zeigten die 

stärkste Expression von Cln7 in Neuronen des Hippocampus und zerebralem Cortex  

 es wurde ein polyklonaler anti-Cln7 Antikörper generiert, der das endogene Cln7 der 

Maus in Western-Blot-Analysen detektiert 

 Western-Blot-Analysen von Tritosomen aus Lebergewebe zeigten, dass Cln7 ein 

integrales lysosomales Membranprotein ist  

 die hypomorphen Cln7 (tm1a/tm1a) Mäuse rekapitulieren wichtige, aber nicht alle 

Merkmale der humanen CLN7-Erkrankung wie Speicherung von Scmas, 

Autofluoreszenz in Neuronen, Aktivierung von Astrozyten, und Degeneration von 

Photorezeptoren in der Retina  

 phänotypische Analysen zeigten, dass die Cln7 (-/-) Mäuse ein geeignetes Modell zum 

Studium der CLN7-Erkrankung mit variant spät-infantilem Phänotyp darstellen 

 bei den Cln7 (-/-) Mäusen wurden erhöhte Mortalität und neurologische und 

motorische Symptomatik im Endstadium der Erkrankung detektiert  

 in der Retina von Cln7 (-/-) Mäusen wurde eine im Alter von einem Monat 

einsetzende, progredient fortschreitende Neurodegeneration von Photorezeptoren der 

äußeren Körnerschicht, Aktivierung von Astrozyten und Mikrogliazellen gefunden  

 es wurden eine erhöhte Expression der löslichen lysosomalen Enzyme Cts Z, Cts D 

und Cts B im Gehirn der Cln7 (-/-) Mäuse gefunden 
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 die Cln7-Defizienz führt im Gehirn der Cln7 (-/-) Mäuse zur generalisierten 

Akkumulation von autofluoreszierendem Speichermaterial in Lysosomen, das aus 

Scmas und Saposin D zusammengesetzt ist und ultrastrukturell hauptsächlich 

kurvilineare Einlagerungen und vereinzelt fingerprint-Profile enthält 

 im Gehirn der Cln7 (-/-) Mäuse waren verschiedene Pathomechanismen beteiligt, wie 

die Aktivierung neuroinflammatorischer Zellen, lysosomale Dysfunktion und 

Störungen der Makroautophagie 

 MRT-Analysen von Cln7 (-/-) Mäusen zeigten Neurodegeneration im Riechkolben, im 

zerebralen und im cerebellären Cortex im Endstadium der Erkrankung  

Für den signalabhängigen Transport von CLN7 zu Lysosomen sind ein dominantes 

N-terminales Di-Leucinmotiv und zwei C-terminale Tyrosinmotive wichtig.  

 durch in vitro GST-Kopräzipitations-Experimente wurde eine Interaktion des N-

terminalen Di-Leucinmotivs mit AP1 und AP2 verifiziert  

 Oberflächen-Plasmonen-Resonanz-Analysen bestätigten die Interaktion der C-

terminalen Tyrosinmotive mit µ1A und zeigten eine bisher nicht detektierte 

Interaktion mit µ2   

 Fluoreszenz-basierte FACS-Analysen zeigten, dass CLN7 in AP1γ- und AP2α-

knockdown Zellen an die Plasmamembran fehlsortiert wird. 
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