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Mausen mit einem anderen Genotyp, as demjenigen, der den Tieren von der Tierhaltung des UKE-Hamburg
Eppendorf zugeordnet wurde. Demnach wurden Experimente mdglicherweise nicht mit homozygoten nclf-
Maéusen durchgefuhrt, sondern mit nclf-M&usen, in die (versehentlich) eine andere Maudlinie eingekreuzt wurde.
Den Experimentator trifft hierbei keine Schuld.

Unter der Leitung von Herrn Prof. Braulke wurden zur Bestimmung des Ausmalies der Fremdeinkreuzung und
zur Eingrenzung des Zeitraums alle noch lebenden Tiere und zur Verfligung stehende DNA und Gewebeproben
mittels PCR auf ihren Genotyp analysiert. Diesen Ergebnissen zufolge ist es moglich, dass unwissentlich fur
einige der biochemischen Analysen nclf-M&use eingesetzt wurden, in die ein weiterer Genotyp eingekreuzt war.
Nachtréglich ist jedoch nicht nachvollziehbar, welche Experimente mit homozygoten nclf-Mausen durchgefihrt
wurden bzw. bei welchen Experimenten eventuell mit nclf-Mausen mit Fremdeinkreuzungen gearbeitet wurde.
Daher kénnten einige der erzielten Ergebnisse der oben genannten Doktorarbeit verfalscht sein.

Versicherung:

Hiermit versichere ich, dass ich wahrend meiner Promotion alle Experimente mit dem Wissen durchgefiihrt
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habe, dass es zu einer Fremdeinkreuzung gekommen ist.

Ich versichere, dass mir erst nach Abschluss meiner Promotion bekannt wurde, dass eventuell manche nclf-
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(versehentliche) Fremdeinkreuzung der zentralen Tierhaltung des UKE verandert gewesen sind.

In Absprache mit dem Ombudsman der Deutschen Forschungsgemeinschaft, Frau Prof. Dr. U.

Beisiegel, wurde der Vorgang besprochen, das Addendum verfasst und dem Vorstand des
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Dr. rer. nat. Bettina Koch M Uinchen, den 04.05.2009
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Die Neuronalen Ceroid Lipofuszinosen

Die Neuronalen Ceroid Lipofuszinosen (NCL) stellen die am weitesten verbreitete
Gruppe neurodegenerativer Erkrankungen im Kindesalter dar. Die NCL sind ly-
sosomale Speichererkrankungen und werden mit einer weltweiten H&aufigkeit von
1:12.500 autosomal rezessiv vererbt. Nur eine seltene adulte Form (CLN4, Kufs-Di-
sease) zeigt eine autosomal dominante Vererbung (Goebel & Wisniewski, 2004). Der
erste klinische Fall wurde schon 1826 beschrieben (Stengel, 1826). Doch der Terminus
Neuronale Ceroid Lipofuszinose wurde erst 1969 eingefiithrt, um die NCLs von den
Gangliosidosen zu unterscheiden. Der NCL-Terminus betont zwei Hauptmerkmale
der Krankheit: die Beteiligung von Neuronen und die Eigenschaften des lysosomalen
Speichermaterials. Das Speichermaterial ahnelt in seinen histochemischen Farbungs-
eigenschaften und seiner Autofluoreszenz den Lipopigmenten Ceroid und Lipofuscin
(Zeman & Dyken, 1969). Die Speicherungen kommen in vielen Geweben und Or-
ganen der Patienten vor. Jedoch nur im zentralen Nervensystem (ZNS) und der
Retina werden der Verlust von Neuronen und aktivierte Glia beobachtet. Klinisch
auflert sich dies durch eine fortschreitende Neurodegeneration, die zu Gehirnatro-
phie, Erblindung, Demenz, motorischen Storungen, Krampfanféllen und schliefslich
zum vorzeitigen Tod der Patienten fiihrt.

Bis 2000 wurden die verschiedenen NCL-Formen auf der Grundlage des Erkran-
kungsbeginns, der klinischen Symptome und der Ultrastruktur des Speichermateri-
als in infantile, spat infantile, juvenile, adulte und variante Formen unterteilt (Dy-
ken, 1989). Genetische und biochemische Studien fiihrten jedoch zu einer neuen
Einteilung der NCL-Formen auf Grund des betroffenen Genlocus, die mit CLN1-8
bezeichnet werden (Tab. 1.1) (Gardiner, 2000; Mole & Gardiner 2001).
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2 Kapitel 1. Einleitung

Die Hauptkomponente des Speichermaterials bei nahezu allen NCL-Formen ist die
c-Untereinheit der mitochondrialen ATP-Synthase (sub c), ein kleines, hochkonser-
viertes, hydrophobes Protein von 7,5 kDa, das auf Grund seines Losungsverhaltens
in Chloroform-Methanol auch als Proteolipid bezeichnet wird (Hall et al., 1991).
Morphologische Studien an mnd-Ma&ausen, einem natiirlichen Modell fiir CLNS, zeig-
ten das Speichermaterial der Neuronen in Autophagosomen (Pardo et al., 1994).
Von hier aus, so wird angenommen, gelangt das Speichermaterial in die Lysosomen,
in denen es nicht abgebaut werden kann (Faust et al., 1994). Einzig bei CLN1 akku-
muliert nicht sub ¢, sondern die Sphingolipid Aktivator Proteine A und D (Saposin
A und D), bei denen es sich um kleine hydrophobe Glycoproteine handelt, die fiir
den lysosomalen Abbau von Sphingolipiden benétigt werden (Tyynela et al., 1993).

CLN1-Gendefekte verursachen die infantile NCL (INCL), die sich im ersten Le-
bensjahr manifestiert und zum friithen Tod der Patienten in einem Alter von 10-12
Jahren fiihrt. Neben der infantilen Verlaufsform wurden auch vereinzelt Patienten
mit spét infantiler, juveniler oder adulter Formen beschrieben (Haltia, 2003; Go-
ebel & Wisniewski, 2004). CLN1 kodiert fiir die Palmitoyl-Protein Thioesterase I
(PPT I). PPT I wird als Propeptid bestehend aus 306 Aminosduren am Endoplas-
matischen Retikulum (ER) synthetisiert, anschliefend prozessiert, glycosyliert, iiber
den Mannose-6-Phosphat-Rezeptor-(MPR)-abhéangigen Weg zum Lysosom transpor-
tiert und dort zu einer 16slichen aktiven 38 kDa-Form gespalten (Camp et al., 1994,
Hellsten et al., 1996; Verkruyse & Hofmann, 1996). PPT I hydrolysiert Fettsiure-
ketten (C14-C18) von Cysteinresten postranslational modifizierter Proteine wie Ha-
Ras und Peptiden neurospezifischer Proteine wie Gap43, (Camp & Hofmann, 1993,
Cho et al., 2000).

CLN2 wird traditionell als klassische spét infantile Form bezeichnet, die sich je-
doch auch juvenil manifestieren kann (Wisniewski et al., 2001). Das Gen kodiert
fiir die Tripeptidyl Peptidase I (TPP I), eine lésliche Mannose-6-Phosphat- (M6P)-
haltige lysosomale Serinprotease, die als Vorlauferprotein von 563 Aminoséduren am
ER synthetisiert, anschliefend glycosyliert und im Lysosom zur aktiven 46 kDa-
Form prozessiert wird (Lin et al., 2001; Golabek et al., 2003). TPP I katalysiert die
Abspaltung N-terminaler Tripeptide von Polypeptiden (Sleat et al., 1997; Vines &
Warburton, 1999). In vivo Substrat der TPP I ist die sub ¢ (Ezaki et al., 2000; Lin
et al., 2001). Weitere TPP I-Substrate sind das Neuropeptid Angiotensin II, aber
auch neurotoxische Peptide, wie die Substanz P oder $-Amyloid (Junaid et al., 2000;
Bernadini & Warburton, 2002; Warburton & Bernadini, 2001).

CLN3, oder Batten Disease, wird durch Defekte im CLN3-Gen hervorgerufen. Die-
se als juvenile NCL bezeichnete Krankheit wird nach den Autoren der ersten Be-
schreibung auch Spielmeyer-Vogt-Sjogren-Disease genannt. CLN3 kodiert ein hy-



1.1. Die Neuronalen Ceroid Lipofuszinosen

Tabelle 1.1: Molekulargenetische Einteilung der NCL-Formen nach Genloki.

Genet. | Phinotyp (Kli- | Gen- Genprodukt/ Krankheits-| Speicher-
Symbol | nische Bezeich- | lokus Lokalisation Beginn material
nung) [Jahre]
CLN1 Infantil (Harberg- | 1p32 Palmitoyl-Pro- 0.1-1 SAP A
Santavuori-Haltia) tein-Thioes- SAPD
terase I (16s-
lich) /Lysosom
CLN2 Klassisch spéatinfan- | 11p15 Tripeptidyl- 2-8 sub ¢
til (Bielschowsky) peptidase I (16s-
lich) /Lysosom
CLN3 Juvenil (Batten) 16p11.2- | CLN3, “Batte- | 4-10 sub ¢
12.1 nin” (Transmem-
branprotein)/
Lysosom
CLN4 Adult (Kufs) ? ? 11-55 sub ¢
CLN5 Spatinfantil (finni- | 13q21- CLN5  (leslich)/ | 4-7 sub ¢
sche Variante) q32 Lysosom
CLIN6 Spéat infantil (in- | 15q21-23 | CLNG6 (Trans- | 1,5-8 sub ¢
dische wund tsche- membranpro-
chische  Variante) tein)/ Endo-
Frith juvenil (Lake- plasmatisches
Cavanagh) Retikulum
CLN7 Spatinfantil (tirki- | ? ? 1-6 sub ¢
sche Variante)
CLNS8 Spéat infantil (tirki- | 8p23 CLN8  (Trans- | 5-10 sub ¢
sche Variante) nord- membranpro-
liche Epilepsie tein)/ Endo-
plasmatisches
Retikulum

SAP A bzw. D: Saposin A bzw.
ATP-Synthase.

D; sub c: c-Untereinheit der mitochondrialen

drophobes Protein mit 6-8 Transmembrandoménen und einer molaren Masse von
43 kDa (Janes et al., 1996). In neuronalen und nicht-neuronalen Zellen konnte
iiberexprimiertes sowie endogenes CLN3 in der Leber der Maus in spéten Endo-
somen/Lysosomen nachgewiesen werden (Jérvela et al., 1998, Ezaki et al., 2003). In
transfizierten priméren Neuronen ist CLN3 in frithen Endosomen lokalisiert (Kyttala
et al., 2004). Die Funktion des CLN3-Proteins ist bislang unbekannt. Es wurde je-
doch beschrieben, dass CLN3 in den ATP-abhéngigen Arginin-Transport involviert
sei (Ramirez-Montealegre & Pearce, 2005). Der Transport von CLN3 zum Lyso-
som erfolgt M6P-unabhéngig {iber ein komplexes Sortierungssignal, dass aus einem
neuartigen Di-Leucin Signal (EEEX(8)LI) in der zweiten zytoplasmatischen Schlei-
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fe und einem unkonventionellen MX(9)G-Motif im C-Terminus besteht (Storch et
al., 2004; Kyttala et al., 2004). CLN3 weist Homologien zu dem Hefeprotein btnl

auf, das eine Rolle bei der Aufrechterhaltung des vakuolaren pH in der Hefe spielt
(Pearce & Sherman, 1997; Pearce et al., 1999).

Die adulte NCL, CLN4, oder Kufs-Disease zeichnet sich im Vergleich zu den anderen
NCL-Formen durch einen milden Krankheitsverlauf aus, der hauptsichlich durch
starke epileptische Anfélle, Verhaltensstorungen und Demenz charakterisiert ist. Das
betroffene Gen konnte noch nicht identifiziert werden (Goebel & Wisniewski, 2004).

CLNS5 ist eine seltene, spét infantile Variante der NCL, die vor allem in Finnland
vorkommt. CLNS kodiert ein glycosyliertes Protein unbekannter Funktion von 407
Aminosduren mit zwei putativen Transmembrandoménen im N- und C-Terminus,
das in nicht-neuronalen Zellen in den Lysosomen lokalisiert ist. Aufgrund der Benut-
zung verschiedener Methioninreste als Translationsstartsignal soll CLNb5 in 16slicher
(44 kDa, 41 kDa und 39) und membrangebundener Form (47 kDa) vorkommen. Das
47kDa-Polypeptid interagiert mit den NCL-Proteinen CLN2 (TPP I) und CLN3,
jedoch nicht mit CLN1. Ferner ist die TPP I Aktivitiat in Fibroblasten von CLN5-
Patienten erhoht (Isosomppi et al., 2002; Vesa et al., 2002).

Der tiirkischen spét infantilen Variante der NCLs werden Gendefekte im CLN7
zugrunde gelegt. Bislang konnten weder der Genlocus noch das betroffene Prote-
in identifiziert werden. In einigen der tiirkischen Patienten wurden Mutationen im

CLNS8-Gen gefunden, die darauf hinweisen, dass die tiirkische spat infantile Variante
allelisch zu CLN8 ist (Mitchell et al., 2001).

Unterschiedliche Mutationen im CNL8-Gen rufen zwei Krankheitsbilder hervor:
zum einen die tiirkische spét infantile variante Form mit einem rasch fortschreitenden
Krankheitsverlauf und zum anderen eine progressive Epilepsie-Form mit mentaler
Retardierung (EPMR), oder ,Northern Epilepsy”, die hauptséchlich in der finni-
schen Bevolkerung vertreten ist und einen sehr milden Phénotyp ausweist (Ranta et
al., 1999; Ranta et al., 2004). CLN8 kodiert fiir ein 33-kDa-Transmembranprotein,
das in nicht-neuronalen Zellen im ER und im ER-Golgi-Intermedidrkompartiment
(ERGIC) und in neuronalen Zellen im ER lokalisiert ist (Lonka et al., 2000; Lon-
ka et al, 2004). Auf Grund homologer Doménen wird CLN8 der TLC- (TRAM,
Laglp, CLN8) Protein-Familie zugeordnet, die an der Translokation neusyntheti-
sierter Transmembranproteine in das ER und die Ceramidsynthese beteiligt sind
(Winter & Ponting, 2002; Guillas et al., 2003).

Kiirzlich wurden Fibroblasten von Patienten mit klinisch juveniler NCL, die je-
doch keine Mutationen im CLN3-Gen aufwiesen, biochemisch charakterisiert und
abnorme Genexpressionsmuster und Ceramidstoffwechselveréinderungen festgestellt,
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woraufhin ein neuer Gendefekt postuliert wurde, CLIN9 (Schulz et al., 2004; Schulz
et al., 2006)

Analysen von Tiermodellen lassen vermuten, dass auch Defekte in den lysosomalen
Proteinen Cathepsin D, den Chloridkanélen CIC3 und CIC7 zu den NCL gerechnet
werden miissen (Tyynela et al., 2000; Koike et al., 2000; Yoshikawa, et al.; 2002;
Kasper et al., 2005)

1.1.1 CLNG6, die spat infantile Variante der Neuronalen Ce-
roid Lipofuszinosen

Mutationen im CLN6-Gen verursachen die spét infantile variante Form der NCLs,
die jedoch auch in einer friith juvenilen Verlaufsform beobachtet werden kann (La-
ke-Cavanagh-Disease; Williams et al., 1999). Die Krankheit kann mit 18 Mona-
ten aber auch erst im 8. Lebensjahr beginnen und ist durch progressiven Sehver-
lust bis zur Erblindung, Krampfe und den Verlust sdmtlicher motorischer Féhig-
keiten charakterisiert. Die Patienten versterben héufig in der zweiten oder drit-
ten Lebensdekade und zeigen, abhéngig vom Gewebetyp oder Organ, rectilinea-
re, curvilineare und ,fingerprint“-Speichermuster der sub ¢ (Goebel & Wisniewski,
2004).

Das humane CLN6-Gen ist auf Chromosom 15q23 lokalisiert und kodiert ein 28
kDa nicht-glycosyliertes Protein mit 5 oder 7 Transmembrandoménen (Gao et al,
2002; Wheeler et al., 2002). Die Funktion dieses im ER lokalisierten Proteins ist
unbekannt und weist keine Homologien zu anderen Proteinen oder funktionelle Do-
ménen auf (Heine et al., 2004, Mole et al., 2004). Der N-Terminus von CLNG hat eine
cytosolische, der C-Terminus eine luminale Orientierung (Abb. 1.1). CLN6 besitzt
zwar typische ER-Retentionssignale im N- und C-terminalen Bereich (Tripel-Arginin
Cluster, Di-Leucin und Di-Lysin-Motive), deren Deletion jedoch keine Auswirkun-
gen auf die intrazelluldre Lokalisation des Proteins hat. Allerdings konnte gezeigt
werden, dass sowohl die N-terminale cytosolische Doméne als auch das distale Paar
an Transmembrandoménen Signale enthélt, die fiir die Retention im ER verantwort-
lich sind (Dr. Heine; personliche Mitteilung). CLN6 kann Homodimere bilden, nicht
jedoch heterodimere Komplexe mit einem anderen ER-lokalisierten NCL-Protein,
CLN8 (Heine et al., 2004, Dr. Heine; personliche Mitteilung). CLN6-Transkripte
von 2,4 kb und 3,7 kb wurden in allen Geweben nachgewiesen. Im Skelettmuskel
wurden zwei weitere Transkripte von 1,1 kb und 5,9 kb detektiert (Gao et al., 2002;
Wheeler et al., 2002). Die Aminoséuresequenz des Transmembranproteins ist unter
Vertebraten stark konserviert. Die murine und Hunde-Sequenzen sind bis zu 90 %
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mit der humanen identisch (Gao et al., 2002; Drogemiiller et al., 2005).

Bisher sind 20 verschiedene Mutationen bei CLN6 bekannt, die jedoch auf kei-
ne Foundermutationen zuriickzufiihren sind. Es treten lediglich bestimmte Muta-
tion geh&duft in Familien des gleichen Ursprungs auf, wie z. B. eine 3 bp Deletion,
c.460_462del ATC, die zum Verlust der Aminoséure Isoleucin 154 fithrt (Abb. 1.1)
(Teixera et al., 2003, Sharp et al., 2003; Siintola et al., 2005).

Bei Méusen und Schafen, die natiirliche Mutationen im CLN6-Gen aufweisen (nclf
bzw. OCLG6), treten dhnliche Symptome und Krankheitsverldufe auf wie bei CLN6-
Patienten. Das CLN6-Homolog der Maus liegt auf Chromosom 9, ist synthenisch
zum humanen CLN6 und kodiert fiir ein Polypeptid von 308 Aminosduren. Bei
der nclf-Maus liegt eine 1 bp Insertion in Exon 4 vor, die zu einem Frame-Shift
nach der Aminosaure Prolin 102 und zu einem vorzeitigen Translationsabbruch fiihrt
(Bronson et al., 1998; Gao et al., 2002).

NH;

ZytOSOI “
ER-Lumens—_“ S~—
COOH
*Al154

Abb. 1.1: Schematische Darstellung des CLN6-Proteins. Das Schema zeigt
CLNG6 mit sieben Transmembrandoménen (1-7). Jeweils die erste und die letzte Ami-
noséure einer Transmembrandoméne sind nummeriert. Der N-Terminus von CLNG6 ist
cytosolisch lokalisiert und der C-Terminus im Lumen des Endoplasmatischen Retiku-
lums. Die Mutation eines CLN6-Patienten (CLNG6-1), eine Deletion eines Isoleucin an
Position 154 ist mit einem Stern gekennzeichnet (Wheeler et al., 2002).
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Bereits 11 Tage nach der Geburt ist in nclf-Mausen Speichermaterial in allen Hirnre-
gionen nachweisbar. Ab dem 4. Monat wird die Degeneration der Retina beobachtet
und ab dem 6. Monat wéchst die Anzahl hypertropher Astrocyten im cerebralen
Cortex, Hippocampus, Thalamus und Hirnstamm, was auf eine reaktive Gliose hin-
deutet. Vom 8. Lebensmonat an treten progressive Lihmungserscheinungen an den
Hinterbeinen auf, die sich zu einer kompletten Lahmung ausweiten. Krampfe, die
zum Ende der Krankheit auftreten, fithren wahrscheinlich zum vorzeitigen Tod der
Tiere mit ca. 12 Monaten (Bronson et al., 1998). Im Hirn von nclf-Méausen wurde
die Akkumulation von Dolichol-Pyrophosphoryl Oligosacchariden (Lipid-gebundene
Oligosaccharide, LO), Intermediaten des Ceramidstoffwechsels, nachgewiesen, deren
Ablagerung auf Defekte im Abbau der LO “s zuriickzufiihren ist (Cho et al., 2005).

Zwei weitere gut beschriebene Tiermodelle fiir CLNG6 sind das aus Neuseeland stam-
mende South Hampshire Schaf und das australische Merino-Schaf, die auch als OCL6
bezeichnet werden (Cook et al., 2002; Jolly et al., 1989). Schon 12 Tage nach der
Geburt werden in prasymptomatischen OCL6-Schafen im okzipitalen und somato-
sensorischen Cortex aktivierte Astrocyten und Anhdufungen aktivierter Microglia
nachgewiesen (Oswald et al., 2005). Neurodegeneration und die fortschreitende As-
trocytose sind schlieflich in den meisten Cortexschichten im Alter von 10 -14 Mo-
naten nachweisbar (Cook et al., 2002; Jolly et al., 1989; Jolly et al., 1999). Auf
Verhaltensstorungen, die mit 4-12 Monaten auftreten, folgen Visusverlust, motori-
sche Defizite und der vorzeitige Tod der Tiere im Alter von ca. 27 Monaten (Mayhew
et al., 1985, Cook et al., 2002).

Als biochemisches Merkmal CLN6-defekter humaner und oviner Fibroblasten wurde
oxidativer Stress beschrieben. Die Expression und Aktivitit der Mn?*-abhingigen
Superoxid-Dismutase (MnSOD) ist signifikant und spezifisch in den Mitochondri-
en von Fibroblasten und Hirnmaterial von CLN6-Patienten und des OCL6-Schafs
erhoht (Heine et al., 2003).

1.2 Biogenese von Lysosomen

1.2.1 Biosyntheseweg der Lysosomen

Lysosomen sind membranumschlossene Organellen mit einem Durchmesser von 0,25-
0,5 pm, in denen Makromolekiile wie Proteine, Lipide, Kohlenhydratverbindungen
oder Nukleinsduren, in ihre Bausteine zerlegt und wiederverwertet werden. Saure
Hydrolasen katalysieren den Abbau von Makromolekiilen, die aus dem Extrazellu-
larraum durch Endocytose, durch Fusion mit Phagosomen oder Autophagosomen,
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bzw. iiber den Biosyntheseweg in die Lysosomen gelangen. V-Typ-H"-ATPasen hal-
ten einen intralysosomalen pH-Wert von < 5 aufrecht. Transporter sorgen fiir den
Riicktransport der Abbauprodukte in das Cytoplasma. Die Lysosomen-assoziierten
Membranproteine I und II (LAMP-I und II) und das lysosomale integrale Mem-
branprotein II (LIMP-IT) machen mehr als die Hélfte der Proteine der lysosomalen
Membran aus. Die luminalen Doménen der Proteine tragen 16-20 N-gebundene und
eine variable Zahl O-gebundener Oligosaccharidketten. Die lysosomale Membran
dient folglich der Aufrechterhaltung des pH-Gradienten, dem selektiven Transport
von Abbauprodukten in das Cytosol und wird durch die hochglycosylierten LAMPs
und LIMPs auf der luminalen Seite vor Degradation geschiitzt (Saftig, 2005).

Mehr als 50 Hydrolasen sind in den geordneten lysosomalen Abbau von Makromo-
lekiilen involviert (Storch & Braulke, 2005). Sie werden an den Ribosomen des ER
mit einer N-terminalen Signalsequenz synthetisiert, die das wachsende Polypeptid in
das ER-Lumen dirigiert. Nach Abspaltung des Signalpeptids werden Dolicholphos-
phat-aktivierte Oligosaccharide co-translational auf Asparaginreste innerhalb einer
Konsensussequenz Asn-X-Thr/Ser (X steht fiir eine beliebige Aminoséure) der neu-
synthetisierten 16slichen lysosomalen Enzyme iibertragen und prozessiert. Im Golgi
werden einige Oligosaccharide durch Ubertragung weiterer Zuckerreste (Galactose,
N-Acetylglucosamin, Fucose, Sialinsdure) vom ,high-mannose“-Typ zum komple-
xen Typ modifiziert (Kornfeld & Mellman, 1989). An ausgewéhlte , high-mannose’-
Typ Oligosaccharidketten kénnen in einer zwei-Schritt-Reaktion Phosphatreste von
UDP-N-Acetylglucosamin auf die C6-Position bestimmter Mannosereste iibertragen
werden. Diese Mannose-6-Phosphat (M6P) Erkennungsmarker lysosomaler Enzyme
werden im transGolgi-Netzwerk (tGN) von Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren (MPR)
erkannt, die die Segregation der neusynthetisierten lysosomalen Enzyme von der se-
kretorischen Route vermitteln. Die MPR-Ligand-Komplexe werden anschlieffend in
Clathrin-beschichtete Vesikel verpackt. Nach Entfernung der Clathrinhiille kénnen
die Vesikel mit endosomalen Organellen fusionieren. Hier dissoziieren die Ligand-
Rezeptor-Komplexe auf Grund des sauren pH-Wertes, der durch ein Zusammenspiel
der endosomalen /lysosomalen V-ATPasen und Chloridkanéle wie CIC3 oder CIC7
aufrechterhalten wird (Weisz, 2003; Jentsch et al., 2002). Wéhrend die MPR zum
tGN rezyklisieren und fiir neue Transportrunden zur Verfiigung zu stehen, gelangen
die lysosomalen Enzyme auf einem wenig bekannten Weg in die Lysosomen (Ghosh
et al., 2003).

In Sauger-Zellen gibt es zwei Typen von MPR: 46 kDa Kationen-abhéngige MPR
(MPR46) und 300 kDa Kationen-unabhéngige MPR (MPR300) (Ghosh et al., 2003).
Beide MPR sind Typ I-Transmembranproteine, die sich voneinander u.a. in ihrer
subzelluldren Lokalisation und Ligandbindungseigenschaften unterscheiden (Braul-
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ke, 1996). So ist z.B. nur der MPR300 in der Lage, M6P-haltige Liganden an der
Plasmamembran zu binden und zu internalisieren (Storch & Braulke, 2005). Der
kontinuierliche Austausch der beiden Rezeptoren zwischen den subzellularen Kom-
partimenten wird durch Signalmotive in ihren cytosolischen Doménen gesteuert.
Dabei wird die Sortierung der MPR im tGN durch saure Cluster von Aminosiu-
ren und durch Di-Leucin-basierte Motive (Chen et al., 1997; Johnson & Kornfeld,
1992a; 1992b; Chen et al., 1993) vermittelt, wihrend die schnelle Internalisierung
der MPR300 von der Plasmamembran von Tyrosin-basierten Sortierungsmotiven ab-
héngt (Jadot et al., 1992). Die Sortierungssignale der cytoplasmatischen Doménen
der MPR werden in unterschiedlichen subzelluldren Kompartimenten durch cytoso-
lische Adaptorproteine erkannt, die die Verpackung der Rezeptoren in Vesikel und
deren Transport zu bestimmten Membranen dirigieren. So erfolgt der Transport der
MPR vom tGN zu frithen Endosomen unter Beteiligung des Adaptorproteins-1 (AP-
1) und von GGAs (,,Golgi-localized, y-ear containing, Arf- binding proteins‘), wih-
rend der retrograde Transport von frithen und spaten Endosomen zum tGN durch
AP-1/PACS-1 (,,phosphofurin acidic cluster sorting protein) bzw. TIP47/Rab 9 ver-
mittelt wird. Fiir die Clathrin-abhéngige Internalisierung von MPR300 (oder auch
anderer endocytotischer Rezeptoren) ist AP-2 essentiell (Ghosh et al., 2003).

Lysosomale Membranproteine wie LAMPs, LIMPs oder die lysosomale saure Phos-
phatase (LAP) werden dagegen in M6P-unabhéngiger Weise zum Lysosom trans-
portiert. Sie besitzen Tyrosin- und Di-Leucin-basierte Sortierungssignale in ihren
cytoplasmatischen Doménen, die den korrekten Transport vermitteln. Der Trans-
port von LAMP I und den LIMPs zum Lysosom kann entweder ,,direkt“ und AP-3-
abhéngig iiber eine intrazelluldre Route erfolgen (Le Borgne et al., 1998; Rous et al.,
2002) oder ,indirekt” iiber die Plasmamembran in AP-2- und Clathrin-abhéngiger
Weise (Janvier & Bonifacino, 2005).

1.2.2 Endocytose-Pathway der Lysosomen

Ein variabler Teil neusynthetisierter M6P-haltiger lysosomaler Enzyme bindet im
tGN nicht an MPR und wird sezerniert. Diese lysosomalen Enzyme kénnen jedoch
durch MPR300 an der Zelloberfliche der gleichen oder benachbarter Zellen gebun-
den, internalisiert und den Lysosomen zugefiihrt werden (Abb. 1.2). Zwar ist auch
der MPR46 an der Zelloberfliche lokalisiert, doch er ist nicht in der Lage, lysoso-
male Enzyme bei neutralem extrazelluldren pH-Wert zu binden (Storch & Braulke,
2005). Die Rezeptor-abhéingige Aufnahme der lysosomalen Enzyme und auch ande-
rer Liganden (Transferrin, ,,epidermal growth factor* (EGF)) erfolgt durch Clathrin-
vermittelte Endocytose. An der Plasmamembran bilden sich entsprechende Rezep-
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tor-Ligand-Komplexe, die sich durch laterale Diffusion in der Plasmamembran zu
sogenannten ,,coated Pit“-Bereichen bewegen. ,,Clathrin coated Pits“ (CcP) entste-
hen durch Interaktion des Adaptorproteins AP-2 mit dem spezifisch in der Plas-
mamembran angereicherten Phospholipid, Phosphatidylinositol (4,5) bisPhosphat
(PI(4,5)P3), und Clathrin. AP-2 bindet Tyrosin- und Dileucin basierte Signalmoti-
ve in den Ligand-Rezeptor-Komplexen von z.B. MPR und Transferrin-Rezeptoren
(TFR) und stabilisiert so die CcP. (Abb. 1.2, Schritt 1; Haucke, 2005). Durch In-
vagination in das Cytoplasma vergrofern sich die CcP und runden sich stetig ab.
Das Abschniiren (,budding“) der Invaginationsvesikel erfolgt schlieflich durch die
PI(4,5)Py-bindende GTPase Dynamin, die in seiner aktiven GTP-gebundenen Form
zu ringférmigen Strukturen um die entstehenden Vesikel polymerisiert. Die Hydro-
lyse des GTP verursacht eine Konformationsinderung, die zum Zusammenziehen
der Ringstrukturen und dem Abschniiren (,budding“) von Clathrin-beschichteten
Vesikeln (CcV-,,Clathrin coated vesicles) fithrt (Abb. 1.2, Schritt 2; Takei et al.,
2005). Kurz nach dem ,,budding” wird die Clathrin-Hiille durch die ATPase HSC 70
(,,heat-shock-cognate 70) und das Clathrin-bindende Ko-Chaperon Auxilin entfernt
(Abb. 1.2, Schritt 3; Gosh et al., 2003; Schu, 2005). Die anschliefsende Fusion der Ve-
sikel mit frithen endosomalen Kompartimenten wird durch EEA1 (j,early endosomal
antigen), SNAREs (soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion (NSF) attachment
protein (SNAP) receptors) und dem kleinen G-Protein Rab 5 katalysiert (Abb. 1.2
Schritt 4a; Clague, 1999; Woodman, 2000). Rab 5 ist eine der am besten charakte-
risierten GTPasen, die in ihrer Aktivitdt neben EEA1 durch weitere Effektoren wie
Rabaptin-5, Rabenosyn-5, Rabex-5, Rabphillin 3 aber auch SNARE-Komponenten
reguliert wird (Zerial & Mc Bride, 2001). In den frithen endosomalen Kompartimen-
ten werden die Rezeptor-Ligand-Komplexe fiir bestimmte Transportrouten sortiert.
7.B gelangen die TFR-Ligand-Komplexe in Rab 11-positive ,,recycling Endosomen*,
in denen Transferrin sein gebundenes Fe? abgibt und anschlieffend als Apo-Trans-
ferrin-Rezeptor-Komplex zuriick zur Plasmamembran gelangt (Abb. 1.2, Schritt 4b;
Zerial & Mec Bride, 2001), wihrend MPR300-Ligand-Komplexe oder monoubiqui-
tinylierte EGF-Rezeptor-(EGFR)-Komplexe fiir den Transport zu spéten endoso-
malen Kompartimenten innerhalb der frith-endosomalen Membran sortiert werden
(Gruenberg & Stenmark, 2005). Die Sortierung der monoubiquitinylierten EGFR,
an der das Lipid Phosphatidylinositol-3-Phosphat (PI3P) beteiligt ist, das in friih-
endosomalen Membranen angereichert ist und durch die PI3-Kinase aus Phospha-
tidylinositol hergestellt wird, ist detaillierter untersucht worden (Behnia & Munro,
2005; Raiborg et al., 2003). Weitere regulatorische Proteine, wie Hrs (,hepatocy-
te growth factor-regulated tyrosine kinase substrate”) interagieren wiederum mit
PI3P iiber eine ,FIVE“-Doméne (Fabl, YOTB, Vacl und EEA1). Hrs bindet an

der endosomalen Membran monoubiquitinylierte EGFR und initiiert die Rekrutie-
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rung multimerer ESCORT- (,,endosomal sorting complexes required for transport®)
Proteinkomplexe (Raiborg et al., 2003; Gruenberg & Stenmark, 2005). Durch Hrs
und die ESCORT-Komplexe wird die Bildung intraluminaler Vesikel in Gang gesetzt,
in die die monoubiquitinylierten Wachstumshormon-Rezeptoren sortiert werden. An
der Entstehung dieser Vesikel sind weiterhin das Phospholipid LBPA (,,lyso-bisphos-
phatidic acid“) beteiligt, das in der Membran der intraluminalen Vesikel angereichert
ist, und Annexin II, das die Freisetzung der Vesikel in das endosomale Lumen erleich-
tert (Gerke et al., 2005; Raiborg et al., 2003). Diese multivesikuldren endosomalen
Kompartimente werden ECV/MVB (,,endosomal carrier vesicles/ multivesicular bo-
dies) genannt, bei denen es sich um Intermediate/Transportvesikel zwischen frithen
und spéten endosomalen Kompartimenten handelt (Abb. 1.2 Schritt 4c; Gruenberg
& Stenmark, 2005).

Die ECV/MVB transportieren die MPR300-Ligand-Komplexe, die hauptsichlich
in der dufseren Membran verbleiben, und monoubiquitinierter EGFR in den intra-
luminalen Vesikeln zu spédten endosomalen Kompartimenten (Abb. 1.2 Schritt 5;
Gruenberg & Stenmark, 2005). In den spéten endosomalen Kompartimenten disso-
ziieren die lysosomalen Enzyme auf Grund des sauren pH-Werts von den MPR300.
Waéhrend die Liganden mit den zur Degradation bestimmten monoubiquitinylierten
Rezeptoren auf noch unbekannte Weise in die Lysosomen gelangen (Abb. 1.2, Schritt
6), werden die MPR hingegen entweder in Rab9/TIP47-abhéngiger Weise zum tGN
oder zur Plasmamembran transportiert und stehen dort fiir neue Transportrunden
zu Verfiigung (Abb. 1.2 Schritt 7; Storch & Braulke, 2005).

Neben der Clathrin-abhédngigen Endocytose gibt es Mechanismen der Clathrin-un-
abhéngigen Aufnahme von Makromolekiilen aus dem Extrazellularraum. Diese Cla-
thrin-unabhingige Endocytose erfolgt iiber sogenannte Lipid-Raft-Bereiche in der
Plasmamembran, bei denen es sich um spezialisierte, dynamische Membranbereiche
handelt, die reich an Cholesterol, Glycosphingolipiden und Glycosylphosphatidylino-
sitol- (GPI)-verankerten Proteinen sind (Le Roy & Wrana, 2005). Mittels Clathrin-
unabhéngiger Aufnahme werden beispielsweise GPI-verankerte Proteine, bakteriel-
le Toxine, die an Glycolipide binden oder Cytokin-Rezeptoren internalisiert (Kirk-
ham & Parton, 2005). Die Lipid-Raft-abhéngige Internalisierung ldsst sich dabei in
Caveolin- und Dynamin-abhéngige bzw. -unabhéngige Mechanismen einteilen.

Die Caveolin- und Dynamin-abhéngige Endocytose ist bisher nur in spezifischen
Zelltypen, wie Adipocyten, Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Fibroblasten
nachgewiesen worden. Hauptkomponente bei diesem Endocytoseprozess ist das Pro-
tein Caveolin, das direkt mit Cholesterol interagiert. Caveolin hat jedoch eher einen
stabilisierenden Effekt auf die Caveolin-abhingige Endocytose, da Uberexpression
dieses Proteins zur Akkumulation von Caveoli an der Plasmamembran fiithrt (Kirk-
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Clathrin-vermittelten Endocyto-
se von Ligand-Rezeptor-Komplexen. Die einzelnen Transportschritte sind von 1-8

durchnummeriert. Ligand:oo, Rezeptor: — Clathrin: N. Die Ligand-Rezeptor-Komplexe
gelangen an der Plasmamembran in Clathrin-beschichtete Bereiche (CcP) (Schritt 1).
Von der Plasmamembran lésen sich schlieflich Clathrin beschichtete Vesikel ab (Schritt
2), die nach kurzer Zeit ihre Clathrin-Hiille abstreifen (Schritt 3). Nach dem Verschmel-
zen der Vesikel mit frithen endosomalen Kompartimenten (fE, Schritt 4a), konnen die
Ligand-Rezeptor-Komplexe zu “recycling endosomen” (re; Schritt 4b) transportiert wer-
den, in der dufseren endosomalen Membran verbleiben oder in intraluminale Vesikel sor-
tiert werden (Schritt 4c) Es folgt der Transport zu spiten endosomalen Kompartimen-
ten (sE; Schritt 5). Von hier aus kénnen Ligand-Rezeptor-Komplexe a) in Lysosomen
(Lys) gelangen und abgebaut werden (Schritt 6). Oder b) Die Ligand-Rezeptor-Kom-
plexe dissoziieren, die Liganden werden in das Lysosom transportiert (Schritt 6) und
die Rezeptoren rezirkulieren zur Plasmamembran oder dem Golgi (Schritt 7).
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ham & Parton 2005). Erst durch die Aktivitdt von Dynamin l6sen sich Caveolin-
haltige Vesikel. Das Dynamin-abhéngige ,,Budding von Caveoli verlauft dabei in
Endothelzellen konstitutiv, wiahrend es in anderen Zelltypen durch Signale reguliert
wird (Oh et al., 1998; Hua et al., 2002). So verhindert die Inhibierung der src Kinase,
die Caveolin und Dynamin phosphorylieren kann, die Caveoli-stimulierte Endocyto-
se (Shajahan et al., 2004; Minshall et al., 2000). Ein weiteres Beispiel, das fiir eine
hoch regulierte Form der Endocytose spricht, ist die unterschiedliche Aufnahme von
TGFp (transforming growth factor (3)-Rezeptoren, die iiber Caveoli erfolgen kann
und zur Degradation fithrt, wahrend der andere Weg unter Beteiligung von Clathrin
verlauft und zur Auslésung einer Signalkaskade fithrt (Di Guglielmo et al., 2003).

Beispiele fiir die Caveolin- und Dynamin-unabhégige Endocytose sind die Aufnah-
me des pflanzlichen Toxins Ricin (Llorente et al., 1998), das an Galactosereste von
Glycolipiden und Glycoproteinen bindet, von GPI-verankerten Proteinen (Sabha-
ranjak et al., 2002) und des Choleratoxins (Kirkham et al., 2005), das mit dem
Gangliosid GM1 interagiert. Nach der Internalisierung sind die Toxine und GPI-
verankerten Proteine kurzzeitig in tubuldren ringférmigen Kompartimenten nach-
weisbar, die keine endosomalen Marker enthalten und als ,,GPI enriched endosomal
compartments‘ (GEEC) bezeichnet werden. Diese Kompartimente vereinigen sich
jedoch wieder mit den endosomalen Kompartimenten des Clathrin-abhiangigen En-
docytoseweges. (Kirkham & Parton, 2005). Weiterhin gibt es auch Dynamin-abhén-
gige Endocytosemechanismen iiber Lipid-Rafts, die dennoch Caveolin-unabhéngig
verlaufen (Sauvonnet et al., 2005).
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Zielsetzung

Die Neuronalen Ceroid Lipofuszinosen (NCL) stellen mit einer Inzidenz von 1:12.500
die am weitesten verbreitete Gruppe neurodegenerativer Erkrankungen im Kindesal-
ter dar. Die NCL sind lysosomale Speichererkrankungen. Die variante Form der spét
infantilen NCL wird durch Mutationen im CLN6-Gen hervorgerufen, das fiir ein po-
lytopes Membranprotein des ER unbekannter Funktion kodiert. Als Tiermodell fiir
die Krankheit steht die nclf-Maus zur Verfiigung. Die Ursache fiir die Akkumulation
von Speichermaterial in den Lysosomen CLNG6-defekter Zellen, sowie der Pathome-
chanismus bei der Genese der Krankheit sind unbekannt.

Da es sich bei CLN6 um eine lysosomale Speichererkrankung handelt, liegt der
Schwerpunkt der Arbeit auf der Analyse des Biosynthese- und Endocytoseweges ly-
sosomaler Enzyme in CLNG6-defizienten Zellen von Patienten und nclf-Méausen. Ein
weiteres Ziel der Arbeit war die Analyse von Glycolipiden, die bei anderen lysoso-
malen Speichererkrankungen eine wichtige Rolle bei der Pathogenese spielen. Daher
sollte in den Gehirnen von ncif- und Kontrollméusen verschiedener Alterstufen die
Konzentration von Glycosphingolipiden (Gangliosiden) untersucht werden. Um po-
tentielle Interaktionspartner des CLN6-Proteins auf der luminalen Seite des Endo-
plasmatischen Retikulums zu identifizieren, die Hinweise zur Funktion des CLNG6-
Proteins oder des Pathomechanismus von CLN6 geben konnten, wurde die dritte
luminale Doméne des CLN6-Proteins im ,, Yeast Two-Hybrid“-System getestet.

14
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Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Verwendete Kits

Folgende Kits wurden verwendet: QIAamp DNA Mini Kit, QIAplasmid Midi Kit,
QTAplasmid Mini Kit, QIAquick PCR Purification und QIAquick Spin Gelextraction
(Qiagen, Hilden), Quick Ligation™ Kit (New England Biolabs, Frankfurt a.M.).

3.1.2 Radioaktive Substanzen

Die verwendeten Substanzen waren ['?°J]-Natriumjodid, trigerfrei in NaOH-Lésung
pH 8-12, 100 mCi/ml, D-[2-3H]-Mannose, 10-20 Ci/mmol und [**S]-Methionine, 1000
Ci/mmol (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg). |'**J|-markierte Antikorper
2C2 und 21D3 wurden von Prof. T. Braulke zur Verfiigung gestellt. [*H|-Sphin-
gomyelin wurde in Zusammenarbeit mit Sabrina Jabs und Prof. Marie Vanier von
der Universitat in Lyon, Frankreich verwendet.

3.1.3 Plasmide und DNA-Standards

Die Vektoren pGBKT7 und pAct2 der Firma Clontech, Heidelberg, wurden von PD
Dr. H.-J. Kreienkamp (UKE, Hamburg) zur Verfiigung gestellt. Die DNA-Standards
1 kb-Ladder und 100 bp-Ladder wurden von Invitrogen, Niederlande, geliefert. Der
Vektor pEGFP-C1, der die IP3-Kinase-cDNA enhélt, wurde von Prof. G. W. Mayr
zur Verfiigung gestellt und stammt von der Firma Clontech, Heidelberg.

15
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3.1.4 Enzyme und Nucleotide

Collagenase 111, 171 U/mg

Biochrom AG, Berlin

Dispase I

Roche, Mannheim

DNAse I

Sigma-Aldrich, Steinheim

dANTP-Set (ultrapure) Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Lysozym Merck, Darmstadt,

Lyticase Sigma-Aldrich, Steinheim

Pfu-Turbo™-Polymerase Stratagene, USA

Proteinase K Merck, Darmstadt

Restriktionsendonucleasen New England BioLabs

RNase A AppliChem, Darmstadt

T4-Ligase New England BioLabs

Taq-DNA-Polymerase Amersham Pharmacia Biotech,

Freiburg

3.1.5

Lipide, Proteine, Protease-Inhibitoren und Proteinstan-

dards

Humane, rekombinante Arylsul-
fatase A (ASA)

Prof. T. Dierks, Universitat Got-
tingen

Humane, rekombinante Tripep-
tidyl Peptidase I (TPP I)

Dr. A. Golabek, New York State
Institute for Basic Research in De-
velopmental Disabilities, NY, USA

Humanes LDL

Prof. M. Vanier, Universitat Lyon,
Frankreich

Humanes Sphingomyelin

Prof. M. Vanier, Universitat Lyon,
Frankreich

Leupeptin

Sigma-Aldrich, Steinheim

Pepstatin A

Sigma-Aldrich

Protease-Inhibitor-Cocktail (P-
27149)

Sigma-Aldrich

Rainbow™-coloured  Protein-

Standard, RPN756V

Amersham Pharmacia Biotech,

Freiburg

Rinderserumalbumin (BSA)

Serva, Heidelberg

Tansferrin

Sigma-Aldrich
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3.1.6 Bakterien- und Hefestamme

Escherichia coli TOP10F

Genotyp: Rif", F’, proAB, lacl-
qzAM15, Tn10, Tet”

AH109; Clontech, Heidelberg
(zur Verfiigung gestellt von PD
Dr. H.-J. Kreienkamp, UKE,
Hamburg)

Genotyp: MATa, trp-

901, leu2-3, 112, ura3-52,
his3-200, galdA, galS80A,
LYS2::GALI UAS‘GALJTATA‘
HISS3, GAL2yas-GAL27 AT A-
ADE2, URA3::MELI{s5-
MELITATA—ZG,CZ,

Ref.: James et al., 1996

3.1.7 Zell- und Mauslinien

Name Beschreibung Referenz

Ko-1 humane Kontroll-Hautfibroblas- | Prof. A.  Kohl-
ten M.T. schiitter, UKE,

Hamburg*

Ko-2 humane Kontroll-Hautfibroblas- | *
ten J.K.

CLNG6-1 CLNG6-Patienten-Hautfibroblas- *
ten J.M.

CLNG6-2 CLN6-defekte  Hautfibroblasten | Prof. O. P. van
von Patient Diggelen, FErasmus
98RD041 University Medical

Center, Rotterdam

CLN2 CLN2-Patienten-Hautfibroblas- *
ten (A.B.)

CLN3 CLN3-Patienten-Hautfibroblas- Dr. J. Tyynela Bio-
ten (Milla) medicum, Helsinki,

Finnland

HEK 293 humane embryonale Nierenzellen | Graham et al., 1977
transformiert mit Adenovirus 5
DNA

HEK293 mit der IP3-Kinase stabil transfi- | Dr. A.  Quitsch,

IPsK zierte HEK293-Zellen UKE, Hamburg
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HEK293 VE- | HEK293-Zellen, die mit dem | Dr. A. Quitsch,

GFP pEGFP-C1Vektor stabil transfi- | UKE, Hamburg
ziert sind

mpr -/- Immortalisierte ~ MPR-defiziente | Dr. T. Liibke, Uni-
embryonale Mausfibroblasten versitit Gottingen

nclf-Mause | B6.Cg-Cln6™?/; Mausstamm mit | Jackson Laborato-
homozygoter Mutation im CLNG, | ries, Maine, USA
geziichtet in der Tierhaltung des

UKE, Hamburg
CTsD-k.o.- Cathepsin D-defiziente Méause im | Saftig et al., 1995

Méuse C57B16/J10 Hintergrund, zur Ver-
(CTsD -/-) fiigung gestellt von Prof. P. Saftig,
geziichtet in der Tierhaltung des
UKE

WT C57Bl6/J10 Kontroll-Mause fiir | Jackson Laborato-
nclf-Mause, geziichtet in der Tier- | ries, Maine, USA
haltung des UKE

3.1.8 Puffer, Medien und Losungen
3.1.8.1 Medien zur Aufzucht von Bakterien und Hefen

Die verwendeten Puffer und Losungen sowie die Medien fiir die Aufzucht von Bakte-
rien wurden geméf den Instruktionen der ,,Current Protocols in Molecular Biology*,
Kapitel 1.1.1.1-4 (Ausubel et al., 2000), angesetzt. Puffer, Losungen und Medien,
die fiir die Aufzucht von Hefen eingesetzt wurden, wurden nach den Protokollen des
SMATCHMAKER GAL4 Two-Hybrid System 3 & Libraries User Manual* Appen-
dix A (PT3247, Firma CLONTECH, Heidelberg, 1999) und des ,,Yeast Protocols
Handbook®, Appendix C (PT3024-1, Firma CLONTECH, Heidelberg, 2001) ange-
fertigt.

3.1.8.2 Zellkulturlésungen

,Dulbeccos Modified Eagle Medium* (DMEM), Optimem-1, DMEM ohne Methio-
nin, RPMI, RPMI ohne Glucose, PBS fiir die Zellkultur, Trypsin/EDTA-Lo6sung,
Penicillin /Streptomycin und Geniticin wurden von der Firma GIBCO/BRL, Eggen-
stein, bezogen. Fotales Kilberserum (FKS) wurde von der Firma PAA, Osterreich,
geliefert.
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3.1.9 Antikorper

3.1.9.1 Primarantikorper

Antigen Spezies| Referenz/Firma Verdiinnung
WB/O | IF IPP
humane ASA K Dr. U. Matzner, | n.g. 1:200 n.g.
Universitat Bonn
humanes Aktin | Z Santa Cruz, Heidel- | 1:500 n.g. n.g.
berg
humanes CtsD | K Prof. K. von Figu- | 1:500 1:500 1:1000
ra,
Universitdat Gottin-
gen
murines CtsD K Claussen et al., | 1:500 n.g. 1:500
1997
humane / Hasilik & Neufeld, | n.g. n.g. 1:500
(-Hexosamini- 1980
dase
GM 130 M/mab | Transduction Labo- | n.g. 1:200 n.g.
ratories, USA
humanes M/mab | Developmental 1:1000 | 1:100 n.g.
LAMP-I Studies Hybridoma
(H4A3) Bank, University of
Iowa, USA
murines LAMP- | R/mab | Developmental 1:1000 | 1:100 n.g.
I (1D4B) Studies Hybridoma
Bank, University of
lowa, USA
humane K Upstate Biotechno- | 1:500 n.g. n.g.
MnSOD logy, USA
humaner M Braulke et al., 1987 | 600.000 | n.g. n.g
MPR300 (2C2) cpm,/ml
humaner K Korner et al., 1995 | 1:500 1:200 1:500.
MPR300
(hu Plac)
humaner M Breuer et al., 1997 | 600.000 | n.g. n.g.
MPR46 cpm,/ml
(21D3)
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Ratte MPR300 | K

Prof. K. von Figu- | 1:500 1:100 n.g.
ra,
Universitdt Gottin-
gen
humaner M Prof. T. Braulke ng 1:200 n.g
MPR46
(11B5; 21.9.89)
normales  Zie- Dako, Carpinteria, | n.g. 1:500 n.g.
genserum CA, USA
Praimmunserum | K Prof. T. Braulke n.g. n.g. 1:1000

K: Kaninchen, M: Maus, R: Ratte Z: Ziege, mab: monoklonaler
Antikorper, IF: Immunfluoreszenz, IPP: Immunprézipitation, WB:
Westernblot, O: Overlay und n.g.: nicht getestet.

3.1.9.2 Sekundarantikorper und fluoreszenzmarkierte Substanzen

Antikoérper/Verdiinnung

Referenz/Firma

Ziege anti Maus IgG, HRP-gekoppelt,
1:2000 im WB

Dianova, Hamburg

Ziege anti Kaninchen IgG, HRP-gekoppelt, | Dianova
1:2000 im WB

Kaninchen anti Ziege 1gG, 1:2000 im WB | Dianova
Ziege anti Ratte IgG, Cy3-gekoppelt, 2:000 | Dianova

in IF

Schaf anti Maus [gG, Cy3-gekoppelt, 2:000
in IF

Sigma-Aldrich,
heim

Stein-

Schaf anti Maus IgG, FITC-gekoppelt,
1:100 in IF

Sigma-Aldrich

Ziege anti Kaninchen IgG, FITC-gekop-
pelt, 1:100 in IF

Sigma-Aldrich

Schaf anti
1:2000 in IF

Maus IgG, Cy3-gekoppelt,

Sigma-Aldrich

Alexa Transferrin 10 pg/ml in Endocytose

Molecular Probes, Lei-
den, Niederlande

(WB: Westernblot, IF: Immunfluoreszenz)
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 DNA-Prazipitation mit Ethanol

Das Volumen der DNA-LGsung wurde bestimmt, die NaAc-Konzentration auf 0,3 M
eingestellt und mit 2 Volumen Ethanol versetzt. Die Préazipitation erfolgte 20 min
bei -80 °C oder iiber Nacht bei —20 °C. Die DNA wurde durch Zentrifugation fiir
10 min bei 20.000 x g und 4 °C sedimentiert, mit 70 % Ethanol gewaschen, 5 min
zentrifugiert und bei Raumtemperatur getrocknet.

3.2.2 Photometrische DNA-Konzentrationsbestimmung

Die photometrische Messung von DNA erfolgte bei 260 nm in einer UV-Kiivette
gegen TE-Puffer bzw. Aqua bidest.. Eine ODqgq von 1 entspricht einer Konzentration
von 50 pg/ml doppelstriangiger DNA und 31 pg/ml Oligonucleotiden.

3.2.3 Enzymatische Modifikation von DNA

3.2.3.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonucleasen

Restriktionsendonukleasen erkennen spezifische kurze Nucleotidsequenzen und spal-
ten die DNA in diesem Bereich. Um die optimalen Bedingungen fiir das jeweils
benutzte Enzym zu schaffen, wurde einem Restriktionsansatz neben dem Restrikti-
onsenzym und der zu spaltenden DNA der vom Hersteller mitgelieferte 10 x Reak-
tionspuffer zugegeben. Ein 20 ul Restriktionsansatz wurde beispielsweise wie folgt
zusammenpipettiert:

x pul DNA (ca. 0,1-1 ug)

2 pl 10 x Reaktionspuffer

1-2 ul  Restriktionsenzym (10 U/ul )
x pl - Aqua bidest. (ad 20 pl)

Der Restriktionsansatz wurde fiir 2-3 h bei 37 °C bzw. bei der fiir das jeweilige En-
zym optimalen Temperatur inkubiert. Um eine Hemmung des Enzyms durch eine zu
hohe Glyzerinkonzentration zu vermeiden, wurde der Anteil des Restriktionsenzyms
am Gesamtvolumen des Ansatzes unter 10 % gehalten.

Wenn eine DNA mit zwei Restriktionsenzymen gespalten werden sollte, die verschie-
dene Reaktionsbedingungen benétigten, so wurde entweder ein Restriktionspuffer
ausgewahlt, in dem beide Enzyme laut Herstellerangaben noch eine gute Spaltakti-
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vitét zeigen, oder die DNA wurde zunéchst mit dem einen Enzym gespalten, mit 3
Volumen 100 % Ethanol bei 80 °C fiir 30 min gefallt, mit 70 % Ethanol gewaschen
und nach dem Trocknen und Aufnehmen in Aqua bidest. mit dem zweiten Enzym
restringiert.

3.2.3.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Bei der Ligation werden zwei DNA-Molekiile miteinander verbunden, beispielsweise
bei der Integration eines DNA-Fragmentes in einen Vektor. Ligationen wurden ge-
mék den Herstelleranweisungen mit dem Quick Ligation™ Kit, New England Biolabs,
Frankfurt a.M., durchgefiihrt.

3.2.4 Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA

Chemokompetente TOP10- und BL21-E. coli-Zellen (100 ul) wurden auf Eis aufge-
taut, mit 1 ng Vektor oder einem Teil des Ligationsansatzes gemischt und 20 min
auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock fiir 1,5 min bei 42 °C und einer weiteren
Inkubation fiir 5 min auf Eis wurden 0,7 ml LB-Medium zugegeben und der Ansatz
1 h bei 37 °C und 220 rpm geschiittelt. Ein Teil des Transformationsansatzes wurde
auf einer LB-Agarplatte, die ein entsprechendes Antibiotikum enthielt, ausplattiert
und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Mit je einer Kolonie wurden 5 ml LB-Medi-
um (inkl. Antibiotikum) angeimpft. Diese Vorkultur wurde fiir die Praparation der
Plasmide und zum Anlegen von Glyzerolkulturen verwendet.

3.2.4.1 Préaparation von chemokompetenten E. coli-Zellen

Die verwendeten Chemikalien wurden von der Firma Sigma-Aldrich bezogen.
Losungen: Ttbl: 100 mM RbCl

50 mM MnCl,

30 mM KAc

10 mM CaCly

15 % (v/v) Glyzerol

pH 5,8 mit Essigsaure (0,2 M) eingestellt

TtbIl: 10 mM MOPS
10 mM RbCl
75 mM CaCly
15 % (v/v) Glyzerol
pH 7,0 mit NaOH eingestellt
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TtbI und TtbII wurden frisch angesetzt und sterilfiltriert. 5 ml LB-Medium wurden
mit einer Kolonie F. coli TOP10 F von einer Stammplatte (LB-Agarplatte, ohne
Antibiotikum) angeimpft und auf dem Drehrad bei 37 °C bis zu einer ODs50 von 0,3
inkubiert. Mit 2 ml dieser Vorkultur wurden 200 ml LB-Medium in einem 1 1 Schiit-
telkolben angeimpft und 2 bis 2,5 h unter Schiitteln (200 rpm) bis zu einer ODs55
von 0,3 bei 37 °C inkubiert. Anschlieftend wurde die Kultur unter Schwenken 10 min
in Eiswasser abgekiihlt und 5 min bei 3000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das Sediment
wurde in 30 ml TfbI (4 °C) resuspendiert und erneut unter gleichen Bedingungen
zentrifugiert. Anschliefend wurde das Sediment in 4 ml TfbII resuspendiert und in
Aliquots zu je 100 pl in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei
-80 °C.

3.2.4.2 Anlegen einer Glyzerolkultur

Bakterienkulturen mit einer ODggg <1 wurden mit 0,25 Volumen Glyzerol (80 %)
versetzt und bei -80 °C gelagert. Aus diesen Glyzerolkulturen wurden Vorkulturen
direkt angeimpft.

3.2.4.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Plasmid Midi- und Minipréparationen wurden mittels des Plasmid Midi Kits (fiir 20-
100 ug DNA) und Plasmid Mini Kits (bis 20 ug DNA) nach Vorschrift des Herstellers
(Qiagen) unter Verwendung der mitgelieferten Puffer durchgefiihrt.

3.2.5 Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten unterschiedlicher Grofe wurden 1-2 % (w/v)
Agarosegele verwendet. Die erforderliche Agarosemenge wurde in TAE-Puffer (40
mM Tris/HCI pH 8.5, 20 mM Essigsaure und 2 mM EDTA) im Mikrowellenherd
aufgekocht und nach dem Abkiihlen auf ca. 55 °C mit Ethidiumbromid versetzt
(Endkonzentration 0,5 pg/ml). Zu analysierende Proben wurden mit Ficoll-Mar-
ker (0,05 % Bromphenolblau; 0,05 % Xylencyanol; 15 % Ficoll) versetzt und auf
das Agarosegel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 3-4
V/em durchgefiihrt. Unter UV-Licht wurden die DNA-Fragmente durch das in die
DNA eingelagerte Ethidiumbromid sichtbar. Zur Dokumentation wurde das Agaro-
segel auf dem UV-Transilluminator mit einer Digitalkamera (Olympus, Hamburg)
aufgenommen.
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3.2.5.1 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Im Agarosegel aufgetrennte DNA wurde mit Hilfe des Qiaquick Spin Gel Extraction
Kits nach Anweisung des Herstellers (Qiagen) aus der Agarose extrahiert.

3.2.6 Isolierung genomischer DNA aus Schwanzspitzen von
Mausen zur Genotypisierung

Zur Genotypisierung von CtsD-Knock-out-Mausen wurde genomische DNA aus den
Schwanzspitzen der Méause isoliert. Dazu wurden die Schwanzspitzen iiber Nacht in
je 500 pl Lysispuffer (100 mMTris/ HCI pH 7,4, 200 mM NaCl, 5 mM EDTA), 10
pl SDS-Losung (10 % SDS in Aqua bidest.) und 40 ul Proteinase K-Losung (Merck,
Darmstadt, 20 mg/ml in Lysispuffer) unter Schiitteln bei 56 °C inkubiert. Nach
10-miniitiger Zentrifugation bei 16.000 x g bei 4 °C wurde der Uberstand in ein
neues Eppendorf-Gefifs iiberfithrt und 385 pl Isopropanol (100 %) zugegeben. Nach
mehrmaligem Invertieren erfolgte eine Zentrifugation fiir 20 min bei 20.800 x g und
4 °C. Der Uberstand wurde abgenommen und das Sediment mit 1000 zl Ethanol
(70%) gewaschen. Anschliefend wurde das Sediment fiir 5 min bei 60 °C getrocknet.
Die DNA wurde in 100 pl Aqua bidest. aufgenommen und fiir 30 min bei 37 °C
gelost. Die DNA-Losung wurde anschlieffend zur Genotypisierung eingesetzt.

3.2.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine Methode, um definierte DN A-Fragmente mit Hilfe der thermostabi-
len DNA-Polymerase des thermophilen Bakteriums Thermophilius aquaticus (Taq)
zu amplifizieren (Saiki et al., 1988).

Als Template wurde DNA verwendet, die aus Schwanzspitzen oder Bakterien isoliert
worden war. Das dNTP-Set (bestehend aus dATP, dCTP, dTTP, dGTP; je 100
mM; Amersham Pharmacia Biotech) wurde auf 10 mM je Nucleotid verdiinnt. Die
Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte in einem Thermocycler.

Primer 3° [ ANTP (10 Taq-
DthA—Tem— und 5° (10 | mM je 1130 ;(f PCR- Polymerase | H,O ad
prate pmol/ul) Nucleotid) et (5 U/pl)
50 ng je 1 ul 1 pl 5 pul 1wl 50 pl

Bei jeder PCR wurde jeweils eine Probe ohne DNA-Template und eine ohne Oligo-
nucleotid-Primer als Kontrolle mitgefiihrt.
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3.2.7.1 Sequenzierung von DNA

Die automatische Sequenzierung von DNA-Proben erfolgt nach dem Prinzip des Ket-
tenabbruch-Verfahrens nach Sanger et al., 1977. Fiir eine Sequenzreaktion wurden
folgende Komponenten zusammenpipettiert:

x pl Plasmid-DNA (ca. 1 ug)

1 pl  sequenzspezifischer Primer (10 pmol/ul)

8 ul  Big Dye-Terminator-Mix
Der Ansatz wurde mit Aqua bidest. auf ein Endvolumen von 20 ul gebracht. Der Big
Dye-Terminator-Mix enthielt dNTPs, fluoreszenz-markierte ddN'TPs, Taqg-DNA-Po-
lymerase und Reaktionspuffer. Die Kettenabbruchreaktion wurde als PCR in einem
Thermocycler durchgefithrt. Dabei wurden nach 5 min Denaturierung bei 96 °C
folgende Bedingungen fiir 25 Zyklen gewahlt:

Denaturierung: 95 °C 10 sec
Anlagerung (,annealing”): 50 °C 5 sec
Elongation: 60 °C 4 min

Nach der Amplifikation wurde die DNA durch Zugabe von 2 ul 3 M Na-Acetat (pH
4,6) und 50 pl Ethanol (95 %) 15 min bei Raumtemperatur gefillt. Es folgte eine
Zentrifugation fiir 20 min bei 17.000 x g. Der Uberstand wurde vorsichtig abge-
nommen. Das Sediment wurde mit 200 pl Ethanol (70 %) gewaschen, nochmals 10
min zentrifugiert und bei 60 °C fiir 5 min getrocknet, bevor es der Sequenz-Analyse
zugefiihrt wurde.

3.2.8 Das ,,Yeast Two-Hybrid”-System

Zur Suche nach potentiellen Interaktionspartnern des CLN6-Proteins wurde das
MATCHMAKER GAL4 Two-Hybrid System 3 der Firma Clontech, Heidelberg, ver-
wendet. Sofern nicht anders angegeben, wurden die Protokolle des MATCHMAKER
GAL4 Two-Hybrid System 3 & Libraries User Manual (PT3247, Firma CLON-
TECH, Heidelberg, 1999) verwendet.

3.2.8.1 Transformation von Hefen
Hefezellen wurden im Rahmen des ,, Yeast Two-Hybrid”-Systems nach der PEG/LiAc-
Methode (Schiest]l and Gietz, 1989; Gietz et al., 1991) transformiert.

Fiir 10 Transformationsansétze (Ko- oder Einzeltransformationen) wurde eine 50 ml
. N.-Kultur des Hefestamms AH109 in YPD-Medium angelegt. Aus dieser Kultur
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wurden 2,5 x 10° Zellen in 50 ml YPD-Medium angeimpft und fiir 3-4 h bei 30 °C
und 200 rpm inkubiert. Die Zellen wurden bei 3.000 x g fiir 5 min zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und das Sediment in 25 ml sterilem Aqua bidest. resuspen-
diert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Zellpellet in 3 ml 100 mM Lithium-
Acetat fiir 15 min unter Schiitteln bei 30 °C inkubiert. Die Zellen wurden ein weiteres
Mal zentrifugiert und mit 2,4 ml PEG (50 %, in Aqua bidest.), 360 pl 1 M Lithium-
Acetat, 500 pl Heringssperma-DNA (2 pg/ul) und 340 pl sterilem Aqua bidest ver-
setzt. Nach Vortexen fiir 1 min wurden je 360 ul der Hefe-PEG-Suspension zu 2 ug
Plasmid-DNA gegeben und fiir 30 min bei 30 °C inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock
fiir 30 min bei 42 °C. Die Zellen wurden anschliefend sedimentiert, der Uberstand
abgenommen und das Sediment in 250 ul Aqua bidest. resuspendiert. Bei Kotrans-
formationen wurden 250 pl, bei Einzeltransformationen 50 pl auf Hefekulturschalen
mit SD-Mangelmedium ausgestrichen. Nach einer Inkubation von 3 bis 5 Tagen bei
30 °C waren Hefekolonien gewachsen, die zu weiteren Untersuchungen eingesetzt
wurden.

3.2.8.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus Hefen

Um Plasmid-DNA aus transformierten Hefen zu gewinnen, wurden zunéchst Sphero-
blasten isoliert. Dazu wurde eine 5 ml i.N.-Kultur angelegt, die am folgenden Tag 5
min bei 1.500 x g zentrifugiert wurde. Um die Zellwédnde der Hefezellen zu verdauen,
wurde das Hefesediment in 1 ml Sorbitol-Losung (0,9 M Sorbitol, 0,1 M Tris/HCI,
0,1 mM EDTA, pH 8,0) mit 0,4 mg/ml Lyticase (Sigma-Aldrich) und 33 pl/ml -
Mercaptoethanol resuspendiert und fiir 1 h bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Die
so entstandenen Spheroblasten wurden bei 1.500 x g fiir 5 min sedimentiert und in
300 pl TE (20 mM Tris/HCIL, pH 8,0, 2 mM EDTA) mit 2,5 % SDS resuspendiert.
Wiéhrend der Inkubation bei 65 °C fiir 20 min wurden die Spheroblasten lysiert.
Anschlieffend wurden Zelltriimmer und SDS durch Zugabe von 100 pl 5 M Kalium-
Acetat und Inkubation auf Eis (1 h) gefillt. Es folgte eine Zentrifugation fiir 5 min
bei 20.000 x g. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefiff iiberfiihrt und
mit 700 ul 100 % EtOH versetzt. In der Probe enthaltene DNA wurde fiir 20 min
bei -20 °C geféllt und fiir 10 min bei 20.000 x g sedimentiert. Die DNA wurde 2
x mit 70 % EtOH gewaschen, fiir 5 min bei 60 °C getrocknet und in 50 ul Aqua
bidest. aufgenommen. Danach wurde die DNA fiir 30 min bei 37 °C gelst und fiir
die Transformation in Bakterien eingesetzt.
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3.3 Biochemische Methoden

3.3.1 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Erwartete Proteinkonzentrationen von 20-100 ug pro Ansatz wurden nach der Me-
thode von Bradford mittels der Protokoll-Vorlage aus den ,,Current Protocols in
Molecular Biology*, Kapitel 10.1.4 (Ausubel et al., 2000), und Proteinmengen unter
20 pg pro Ansatz wurden nach der Methode von Lowry und der Protokoll-Vorlage
aus ,,Current Protocols in Molecular Biology“, Kapitel 10.1.5 (Ausubel et al., 2000),
bestimmt.

3.3.2 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektropho-
rese (SDS- PAGE)

Proteine wurden solubilisiert und entsprechend ihrer molekularen Masse durch SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach dem Protokoll aus den ,,Cur-
rent Protocols in Molecular Biology*, Kapitel 10.2A.4-8 (Ausubel et al., 2000), auf-
getrennt.

3.3.3 Proteinfarbemethoden
3.3.3.1 Coomassie-Farbung

Die Anfarbung von Proteinen nach Auftrennung in Polyacrylamid-Gelen mit Coo-
massie-Blue wurde fiir erwartete Proteinmengen von iiber 1 pg/Bande geméfs den
Anleitungen der ,,Current Protocols in Molecular Biology*, Kapitel 10.6.1 (Ausubel
et al., 2000), durchgefiihrt.

3.3.3.2 Silberfirbung

Die Silberfarbung von Proteinen nach Auftrennung in Polyacrylamid-Gelen erfolgte
bei einer erwarteten Proteinmenge von weniger als 1 ug/ Bande nach dem Protokoll
von Blum et al., 1987.
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3.3.4 Westernblot-Analyse

Zur spezifischen Detektion von Proteinen wurden Westernblot-Analysen durchge-
fiihrt. Der Elektrotransfer von Proteinen auf Nitrocellulosemembran geht auf Towbin
et al., 1979, zuriick und wurde in Transferpuffer (25 mM Tris/HCI, pH 7,5, 192 mM
Glycin, 20 % Methanol) fiir 90 min bis 5 h bei 900 mA in einer Elektroblot-Appara-
tur durchgefiihrt. Nach dem Transfer der Proteine wurde die Nitrocellulosemembran
tiber Nacht bei 4 °C in Blockpuffer 1 (PBS, 0,1 % Tween-20, 5 % Milchpulver) in-
kubiert. Die Inkubation mit Primérantikorper erfolgte fiir 2 h bei Raumtemperatur
oder iiber Nacht bei 4 °C in Blockpuffer 1. Danach wurde die Nitrocellulosemembran
3 x 5 min mit PBS-T (PBS, 0,1 % Tween-20) gewaschen und fiir 1 h bei RT mit
dem entsprechenden HRP-gekoppelten Sekundarantikorper in Blockpuffer 1 inku-
biert. Nach erneutem Waschen mit PBS-T und PBS je 3 x fiir 5 min erfolgte die
Detektion der gebundenen Antikorper durch ,,enhanced chemoluminescence* (ECL;
SuperSignal, Pierce Rockford, IL, USA).

3.3.5 ['**J]-anti Mannose-6-Phosphat-Rezeptor Overlays

Die Bestimmung der Gesamtzahl des 300 kDa Mannose-6-Phosphat-Rezeptors MPR300
erfolgte durch Overlay-Experimente mit ['?°J]-markierten monoklonalen Antikor-
pern, die gegen den MPR300 (monoklonaler Antikérper: 2C2) gerichtet sind. Hierzu
wurden humane Fibroblasten in TBS mit 0,1 % Triton X-100 und 0,1 % SDS ly-
siert und 200 pg Zellhomogenat durch SDS-PAGE getrennt. Der Elektrotransfer
der Proteine auf Nitrocellulosemembran erfolgte fiir 5 h bei 900 mA. Anschlieffend
wurde die Nitrocellulosemembran 2 h bei RT in Blockpuffer 2 (TBS mit 3 % BSA
und 0,1 % Tween-20) inkubiert. Die Inkubation mit dem ['?°J]-markierten Antikor-
per (800.000 cpm/ml) in Blockpuffer 2 erfolgte fiir 5 h bei RT. Danach wurde die
Nitrocellulosemembran 6 x 10 min mit Waschpuffer (TBS mit 0,1 % Tween-20) ge-
waschen und getrocknet. Die Detektion der gebundenen Antikorper erfolgte durch
Autoradiographie.

3.3.6 Zentrifugation im diskontinuierlichen Saccharose-Gra-
dienten

Zur intrazelluldren Lokalisation internalisierter |'?5J]-Arylsulfatase A (ASA) wur-
den Fibroblasten, die bis zur Konfluenz auf 10 cm Gewebekulturschalen kultiviert
wurden, mit [**°J]-ASA fiir 30 bis 180 min inkubiert (s. Kap 3.4.11). Nach Ent-

fernen der zelloberflichengebundenen ['?°J]-ASA wurden die Zellen geerntet und in
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1.000 pl/ 10 em-Kulturschale eiskaltem Homogenisierungspuffer (4 mM Hepes, 320
mM Saccharose) mit 80 Stempelhiiben im Dounce-Homogenisator (Stempel ,,tight*)
aufgebrochen. Das Homogenat wurde 10 min bei 1.020 x g und 4 °C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde auf einen diskontinuierlichen Saccharose-Gradienten aufgetra-
gen. Der Gradient bestand aus drei Schichten mit jeweils 1,3 ml 0,8 M, 1 M und
1,2 M Saccharose. Die Auftrennung der subzelluldren Organellen erfolgte durch 2-
stiindige Ultrazentrifugation bei 83.000 x g und 4 °C im SW55-Rotor. Anschliefsend
wurden von dem Gradienten mit einem Fraktionssammler (AUTO DENSI-FLOW,
Labconco, OR, USA) Fraktionen & 500 pl von oben abgenommen. Das Pellet des
Gradienten wurde in 500 pl Homogenisierungspuffer resuspendiert. Je 50 ul jeder
Fraktion wurden auf S-Hexosaminidase-Aktivitat untersucht. Die verbleibenden 450
ul jeder Fraktion wurden mit 500 ul 20 % eiskalter TCA versetzt und 2 h auf Eis
inkubiert, um in den Proben enthaltenes Protein zu fillen. Es folgte eine Zentrifu-
gation bei 4 °C und 20.000 x g fiir 10 min. Der Uberstand wurde abgenommen und
im Sediment verbleibende Radioaktivitét (['**J]-ASA) im y-Counter gemessen. Zur
graphischen Darstellung wurde die Radioaktivitét jeder einzelnen Fraktion in % von
wiedergefundener Gesamtradioaktivitédt aller Fraktionen angegeben.

3.3.7 [(-Hexosaminidase-Aktivitdtsmessung

Substratpuffer 10 mM  Nitrophenyl-2-acetamido-2-deoxy-/3-D-

glucopyranosid
100 mM  Na-Citrat pH 4,6
0,04 % NaN3y
0,2 % BSA
Stopp-Puffer 0,4 M Glycin/NaOH pH 4,6

Pro Ansatz wurden 50 ul der zu messenden Probe eingesetzt und 50 ul Substratpuf-
fer zugefiigt. Es folgte eine Inkubation von 4 h bei 37 °C. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 1 ml Stopp-Puffer beendet und die Absorption bei 405 nm gemessen.
Zur Quantifizierung der [-Hexosaminidase-Aktivitdt wurde der molare Extinkti-
onskoeflizient e von 18.500 beriicksichtigt. Zur graphischen Darstellung wurde die
Aktivitat jeder einzelnen Fraktion in % bezogen auf die im Gradienten vorhandene
Gesamtaktivitdat angegeben.

AFEy5 X Messvolumen|ml] x 1000
e X Enzymvolumen X Inkubationszeit

Aktivitdt [mU/ml| =
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3.4 Zellbiologische Methoden

3.4.1 Kultivierung von Zelllinien

Humane Hautfibroblasten und murine Lungenfibroblasten wurden in RPMI mit 20 %
fotalem Kélberserum (FKS) und 1 % Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) bei 37 °C,
95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO, kultiviert. Alle anderen Zelllinien wurden in
DMEM mit 10 % FKS und 1 % Pen/Strep unter gleichen Bedingungen kultiviert.
Mit der IPs-Kinase stabil-transfizierte HEK293 Zellen wurden in DMEM mit 5 %
FKS, 1 % Pen/Strep und 400 ug/ml Geniticin kultiviert.

3.4.2 Gewinnung primarer Fibroblasten aus Mauslunge

Zur Gewinnung priméarer Fibroblasten aus Kontroll-, nclf- und CtsD-k.o.-M&ausen
wurden die Lungen steril entnommen und in sterilem PBS auf Eis gewaschen. Das
Lungengewebe einer Maus wurde mit dem Skalpell zerkleinert und fiir 3 h in 5 ml
PBS, 12 U Dispase I und 850 Units Collagenase IIT unter Schiitteln (180 rpm) bei 37
°C dissoziiert. Anschliefend wurden die Zellen fiir 10 min bei 2.000 x g sedimentiert
und der Uberstand verworfen. Das Zellsediment wurde in 10 ml RPMI mit 20 % FKS
und 1 % Pen/Strep resuspendiert und in eine 10-cm-Gewebekulturschale ausgesét.
Am néachsten Tag wurden die Zellen 3 x mit PBS gespiilt und in RPMI mit 20 %
FKS und 1 % Pen/Strep fiir weitere Experimente kultiviert.

3.4.3 Trypsinieren von Zellen

Kultivierte Zellen wurden mit PBS gespiilt und mit Trypsin, z.B. 0,5 ml Trypsin pro
25-cm?-Flasche, fiir 2-5 min bei 37 °C inkubiert. Die Trypsin-Reaktion wurde durch
Zugabe von FKS-haltigem Medium gestoppt, die Zellen durch mehrfaches Aufsau-
gen mit einer Pipette vereinzelt und die Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. Fiir die Experimente wurden humane Zellen, falls nicht anders angege-
ben in einer Dichte von 2,5 x 10° Zellen/ 35-mm-Schale und Mauszellen in einer
Dichte von 3 x 10° Zellen/ 35-mm-Schale ausgesit. Die Zellen wurden fiir 2-3 Tage
kultiviert bis sie fiir Experimente eingesetzt wurden.
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3.4.4 Gefrierkonservierung und Revitalisierung von Zellen

Zur Konservierung wurden konfluent gewachsene Zellen trypsiniert, in FKS-haltigem
Medium aufgenommen und fiir 5 min bei 1.000 x g sedimentiert. Nach Absaugen
des Uberstandes wurden die Zellen in Einfriermedium (10 % DMSO, 20 % FKS und
1 % Pen/Strep in DMEM) aufgenommen (z.B. 1 ml/ 25-cm?®-Flasche) iiber Nacht
bei -80 °C in Einfrierréhrchen in einem ,,Nalgene® Cryo 1 °C Freezing Container”
(Nagene, Rochester, NY, USA) eingefroren und anschliefsend in fliissigem Stickstoff
gelagert.

Zur Revitalisierung wurde ein Einfrierréhrchen fiir ca. 1 min bei Raumtemperatur
angewarmt und anschliefend im Ethanolbad bei 37 °C aufgetaut, bis nur noch ein
kleiner Eiskern zu sehen war. Die Zellsuspension wurde entnommen, in 5 ml kaltem
DMEM (mit 10 % FKS und 1 % P/S) aufgenommen und die Zellen 5 min bei
1.000 x g sedimentiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, die Zellen in 5 ml Medium
resuspendiert und in eine Zellkulturflasche (25 cm?) {iberfiihrt. Am néchsten Tag
wurde das Medium gewechselt.

3.4.5 Indirekte Immunfluoreszenz-Analyse

Sterile Deckglédschen wurden in einer 24-Loch-Zellkulturschale ausgelegt. Etwa 500
bis 1.000 Mausfibroblasten wurden iiber Nacht auf den Deckgléschen kultiviert. Die
Zellen wurden 3 x mit PBS gewaschen, mit 1 ml 3 % PFA fiir 40 min bei Raum-
temperatur (RT) fixiert und wieder 3 x mit PBS gewaschen. Anschliefsend erfolgte
die Permeabilisierung der Zellen mit 0,05 % Triton-X 100 in PBS 3 x fiir 5 min.
Nach erneutem Waschen mit PBS folgte fiir 30 min bei RT die Blockierung mit
Blockpuffer 3 (PBS mit 2 % BSA oder 2 % Serum der Spezies, in der der sekundére
Antikérper generiert wurde). Die Deckgldschen wurden auf einen Streifen Parafilm
gelegt und 50 pl Antikérperlosung in der entsprechenden Verdiinnung (siche Kap
3.1.9) in Blockpuffer 3 fiir 2 h bei RT in einer feuchten Kammer zugegeben. Im
Anschluft wurden die Zellen 3 x mit PBS gewaschen. Die Bindung der Fluoreszenz-
farbstoff-gekoppelten Sekundérantikérper erfolgte in Blockpuffer 3 fiir 1 h bei RT
unter Lichtausschlufs in einer feuchten Kammer. Danach wurden die Zellen wieder 3
x mit PBS und 1 x mit Aqua bidest. gewaschen, in ,, DAKO®-Fluorescent Mounting
Medium® (Dako, Carpinteria, CA, USA) eingebettet und bei 4 °C fiir mindestens 16
h gelagert.

Fiir Kolokalisationsstudien wurden die Zellen simultan mit den jeweiligen Priméaran-
tikdrpern, die in unterschiedlichen Spezies generiert worden waren, inkubiert. Durch
geeignete Wahl der Sekundarantikorper konnten diese spezifisch nachgewiesen wer-
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den. Die digitale Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop Axiovert 100 der
Firma Zeiss, Jena, und am konfokalen Laserscanning Mikroskop TCS SL der Firma
Leica, Bensheim.

3.4.6 Metabolische Markierung von Zellen mit [**S]-Methio-
nin

Fibroblasten wurden in einer Dichte von 2,5-3 x 10° je 35-mm-Zellkulturschale aus-
gesét und fiir 3 Tage kultiviert. Die Zellen wurden 3 x mit 2 ml PBS gewaschen und
anschliefend fiir 1 h mit Methionin-freiem DMEM/BSA inkubiert. Anschliefend
wurden die Fibroblasten fiir 1 h mit [**S|-Methionin-haltigem Medium (60 pCi/700
ml Methionin-freiem DMEM /BSA) markiert (,,Pulse”) und danach direkt geerntet
oder nach Austausch gegen 0,7 ml nicht radioaktives Medium (DMEM/BSA mit
0,25 mg/ml Methionin) fiir 6 h bei 37 °C inkubiert (,,Chase’). Nach Ende der Chase-
Periode wurde das Medium in Reaktionsgeféafie iiberfithrt, 5 min bei 1.500 x g zen-
trifugiert, der Uberstand in ein neues Reaktionsgefift transferiert und 560 pl IMM-
CD-Puffer (1 % Triton X-100, 0,5 % Na-Desoxycholat, 0,5 %, SDS und 2 % BSA
in PBS) und 25 ul 50-fach konzentrierter Proteinase-Inhibitor-Cocktail (IC) zugege-
ben. Die Zellen wurden 2 x mit PBS gewaschen und in 1 ml Lysispuffer (IMM-CD
1:2,25 verd. in PBS) und 20 ul IC abgeschabt. Die Zellextrakte und Chase-Medien
wurden zur Immunprézipitation eingesetzt.

3.4.7 Immunprazipitation von Cathepsin D und $-Hexosami-
nidase

Immunprazipitationen von lysosomalen Hydrolasen wurden nach Braulke et al.,
1990, und Muschol et al., 2002, durchgefiihrt.

3.4.8 Impragnierung von Polyacrylamid-Gelen fiir die Fluo-
rographie

Um [*H]-, ["*C]- oder [**S|-markierte Proteine in SDS-PAGE-Gelen sichtbar zu ma-
chen, wurden die Polyacrylamid-Gele nach dem Protokoll von Bonner und Laskey,
1974, mit PPO (Diphenyloxazol in DMSO) imprégniert. Anschliefend wurden die
Gele zwischen zwei Cellufan-Folien getrocknet, und die radioaktiv markierten Pro-
teine durch Fluorographie detektiert.
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3.4.9 Metabolische Markierung von Zellen zur Untersuchung
des Proteinabbaus

Drei Tage vor dem Experiment wurden Fibroblasten in einer 24-Loch-Zellkultur-
schale in einer Dichte von 1 x 10° Zellen je Loch ausgesit. Die Zellen wurden 3 x
mit PBS gewaschen und fiir eine Stunde mit Hungermedium I bzw. Hungermedium
IT inkubiert, bevor das Hungermedium gegen 0,5 ml Markierungsmedium I bzw. II
ausgetauscht wurde. Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO, fiir 8 h bei Markie-
rung mit D-|[2-3H|-Mannose und 16 h bei Markierung mit [**S]-Methionin inkubiert.
Zur Bestimmung des Protein- bzw. Glycoproteinabbaus wurde das jeweilige Markie-
rungsmedium abgenommen und gegen Chase-Medium I bzw. II ausgetauscht. Ein
Teil der Zellen wurde direkt nach der Markierung, wie bei Saftig et al., 1995 beschrie-
ben, geerntet und Protein-gebundene Radioaktivitéit nach Trichloressigsdure (TCA)-
Prézipitation bestimmt. Der andere Teil der Zellen wurde 3 x mit PBS gewaschen
und nach Zugabe von 0,5 ml Chase-Medium I bzw. II fiir 2 bis 6 Tage kultiviert,
wobei alle zwei Tage das Chase-Medium erneuert wurde. Wenn angegeben, wurde
dem Markierung- und Chasemedium I zusétzlich 50 uM Pepstatin A und 100 M
Leupetin zugesetzt. Die Abbaurate wurde als TCA-prézipitierbare Radioaktivitat
in Prozent vom Ausgangswert (,,Pulse”) berechnet.

Hungermedium I, [33S]- Methionin-freies DMEM mit 4 %

Methionin: (v/v) dialysiertem FKS (hitze-inak-
tiviert)

Hungermedium II, D-[2-3H]- Glucose-freies  RPMI; supplemen-

Mannose: tiert mit 0,5 mM Glucose

Markierungsmedium I, [°S]- Methionin-freies DMEM mit 4 %

Methionin: (v/v) dialysiertem FKS (Hitze-
inaktiviert) und 10 pCi [*S]-
Methionin /ml

Markierungsmedium II, Glucose-freies RPMI; supplemen-

D-[2-3H]-Mannose: tiert mit 0,5 mM Glucose und 30 pCi
D-[2-3H]-Mannose,/ml

Chase-Medium I und II, [*3S]- RPMI/ 5 % FKS/ 1 % Pen/Strep

Methionin bzw. D-[2-3H]-

Mannose:

3.4.10 Endocytose von Arylsulfatase A fiir die Immunfluo-
reszenz-Analyse

In 24-Loch-Zellkulturschalen wurden sterile Deckgléaschen ausgelegt. Auf diesen Deck-
glidschen wurden iiber Nacht etwa 500 bis 1.000 Zellen angeziichtet. Anschliefend
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wurden die Zellen 3 x mit PBS gewaschen und fiir 1 h in DMEM /BSA inkubiert. An-
schliefend erfolgte die Inkubation mit Arylsulfatase A (250 mU/ml in DMEM/BSA)
fiir 8 oder 24 h. Nach dem Entfernen des Mediums wurden die Zellen 3 x mit eis-
kaltem PBS gewaschen und fiir die indirekte Immunfluoreszenz-Analyse prapariert
(s. Kap. 3.4.5).

3.4.11 Endocytose von ['*]J]-Arylsulfatase A und ['**J]-pro-
Tripeptidyl Peptidase 1

Rekombinante humane Arylsulfatase A (ASA) bzw. proTripeptidyl Peptidase I (proT-
PP) standen als ['?°J]-markierte Proteine in der Abteilung zur Verfiigung. Fibroblas-
ten wurden in einer Dichte von 2,5 bis 3 x 10° Zellen pro 35-mm-Zellkulturschale
ausgesit und fiir 2-3 Tage kultiviert. Anschliefend wurden die Zellen 3 x mit PBS
gewaschen und fiir 1 h in DMEM /BSA vorinkubiert. Anschliefend wurde den Zellen
['2°J]-ASA oder ['*%5J]-proTPP T (300.000 cpm in 700 ul DMEM/BSA) fiir weitere 3
h in An- und Abwesenheit des kompetitiven Inhibitors Mannose-6-Phosphat (M6P)
(10 mM) zur Aufnahme angeboten. Nach Entfernen des Mediums wurden die Zellen
auf Eis 5 x mit kaltem PBS gewaschen und oberflichengebundene ASA bzw. proTPP
durch 2 Waschschritte mit M6P (2 mM) fiir 5 min entfernt. Nach 3 weiteren Wasch-
schritten mit PBS wurden die Zellen in 1 ml PBS abgeschabt, sedimentiert und
solubilisiert. Zellassoziierte Radioaktivitat wurde bestimmt und die Proben unter
nicht-reduzierenden Bedingungen durch SDS-PAGE und Autoradiographie analy-
siert.

3.4.12 Gewinnung [*S]-markierter Sekrete aus MPR-defizi-
enten Mausfibroblasten

MPR-defiziente Mausfibroblasten sezernieren neben den iiblicherweise sekretierten
Proteinen alle M6P-abhéngig transportierten lysosomalen Enzyme in das Kultur-
medium. Daher konnen Sekrete dieser Zellen zu Untersuchungen der M6P-abhin-
gigen Aufnahme lysosomaler Enzyme eingesetzt werden. Zur Gewinnung der [¥S]-
markierten Sekrete wurden MPR-defiziente Mausfibroblasten in einer 25-cm?-Zell-
kulturflasche ausgesit und bis zu einer Konfluenz von 80 % kultiviert. Die Zellen
wurden 3 x mit PBS gwaschen und fir 1 h mit Methionin-freiem DMEM /BSA
inkubiert. Uber Nacht wurden die MPR-defizienten Zellen mit 4 ml [**S]-Methio-
nin-haltigem Medium (100 pCi/ml Methionin-freiem DMEM /BSA) markiert. Diese

radioaktiven Sekrete wurden fiir die darauffolgenden Endocytose-Experimente mit
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0,5 mg/ml Methionin supplementiert. Nclf- und Kontrollfibroblasten (3 x 10° Zel-
len/35-mm-Kulturschale) wurden mit 1 ml der [**S|-markierten Sekrete in An- und
Abwesenheit von M6P (20 mM) iiber Nacht inkubiert. Die Aufarbeitung der Zel-
len erfolgte wie in Kap 3.4.11 beschrieben. Die Zelllysate wurden unter nicht-redu-
zierenden Bedingungen durch SDS-PAGE und Fluorographie analysiert. Zusétzlich
wurden einzelne Banden entsprechend ihrer Lokalisation auf dem Film aus dem Gel
ausgeschnitten, solubilisiert und die Radioaktivitat durch Fliissigkeits-Szintillations-
zahlung bestimmt.

3.4.13 Endocytose von ['?°J]-Transferrin

Fibroblasten wurden ausgesidt und vorbehandelt wie unter 3.4.11 beschrieben. Fiir
3 h wurde den Zellen ['?%J]-holoTransferrin (300.000 cpm/700 ul DMEM/BSA) in
An- und Abwesenheit von einem 100-fachen Uberschuf an nicht radioaktiv-markier-
tem holo-Transferrin (28 pg/700 pl) zur Aufnahme angeboten. Im Anschlufs an die
Inkubation wurden die Zellen 5 x mit kaltem PBS auf Eis gewaschen und ober-
flachengebundenes Transferrin durch 2 Waschschritte fiir 5 min mit einem sauren
Waschpuffer (0,5 M NaCl, 0,2 M HAc, pH 2,5) entfernt und erneut mit PBS gespiilt.
Die weitere Aufarbeitung der Proben erfolgte wie unter 3.4.11 beschrieben.

3.4.14 ['*°J]-2C2- und ['**J]-ASA-Bindungsassay

Die Zahl der Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren, die sich an der Zelloberflache befin-
det, wurde mit Hilfe ['?°J]-markierter Liganden dieser Rezeptoren bestimmt. Hu-
mane Fibroblasten wurden wie in Kapitel 3.4.11 beschrieben ausgesdt und 1 h
in DMEM/BSA vorinkubiert. Danach wurden die Zellen auf 4 °C abgekiihlt (3
x waschen mit eiskaltem PBS) und fiir 5 h mit [**°J]-2C2 (monoklonaler Anti-
korper gegen den hMPR300) oder ['?3J]-ASA bei 4°C mit 600.000 cpm /800 wl in
DMEM/BSA /Hepes (DMEM/BSA mit 20 mM Hepes, pH 7,4) bei 4 °C inkubiert.
Nach Entfernen des Mediums wurden die Zellen 5 x mit kaltem PBS gewaschen
und MPR-gebundener ['#°J]-2C2 bzw. [*°J]-ASA durch Waschen mit saurem Puffer
bzw. M6P (2 mM) von je 3 x 5 min entfernt. Nach zwei weiteren Waschschritten mit
PBS wurden die Zellen in 1 ml 1 M NaOH abgeschabt und die zellassoziierte sowie
die oberflichengebundene Radioaktivitét (saurer ,Wash“/M6P-, Wash) gemessen.

Zur Bestimmung der Gesamtzahl der MPR300 wurden die Zellen zunéchst mit
DMEM/BSA /Hepes mit 0,1 % Saponin (w/v) bei 4 °C fiir 45 min permeabilisiert.
Es folgte eine 2-stiindige Inkubation mit [*?°J]-2C2-Antikérpern (600.000 cpm/800
pl) in DMEM/BSA /Hepes mit 0,1 % Saponin (w/v). Die Zellen wurden 5 x mit
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PBS 0,1 % Saponin gewaschen und in 1 ml 1 N NaOH lysiert. Anschliefend wur-
de die in den Proben enthaltene Radioaktivitdt bestimmt und auf cpm/mg Protein
berechnet.

3.4.15 ['*°J]-2C2-Internalisierungsassay

Der ['?5J]-2C2-Internalisierungsassay zur Bestimmung der Internalisierungskinetik
des 300 kDa Mannose-6-Phosphat-Rezeptors wurde nach Braulke et al., 1990, durch-
gefiihrt.

3.4.16 Zelloberflachenbiotinylierung und Prazipitation von bio-
tinyliertem MPR300

Eine weitere Methode, um die Anzahl von Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren zu be-
stimmen, die sich an der Zelloberfliche befindet, ist die Biotinylierung von plasma-
membranstdndigen Proteinen. Hierzu wurden Mausfibroblasten in einer Dichte von
3-4 x 10° Zellen pro 35-mm-Zellkulturschale ausgesit und fiir 3 Tage kultiviert. Die
Zellen wurden dann 3 x mit eiskaltem PBS gewaschen und auf Eis 1 h mit EZ-link™
Sulfo-NHS-SS-Biotin (0,5 mg/ml, Pierce, Rockford, IL, USA) in Phosphatpuffer (10
mM NaP;, 135 mM NaCl, 10 mM KCI, pH 8) inkubiert. Die Biotinylierungsreakti-
on wurde durch zwei fiinf-miniitige Inkubationen mit Stopp-Puffer (20 mM Glycin
in Phosphatpuffer) beendet. Ungebundenes Biotinylierungsreagenz wurde durch 4
x Waschen mit Phosphatpuffer entfernt. Anschlieffend wurden die Zellen in 800 ul
TBS, das 0,1 % Triton X-100 und Protease-Inhibitor-Cocktail enthielt, solubilisiert.
Zur Prézipitation der biotinylierten Proteine wurden 60 pl UltraLink@®) Immobili-
zed Streptavidin Plus (Pierce) zugegeben und die Zellhomogenate iiber Nacht bei
4 °C auf dem Drehrad inkubiert. Das Prazipitat wurde 5 x mit 1 ml TBS, 0,1 %
Triton X-100 gewaschen und unter nicht-reduzierenden Bedingungen durch SDS-
PAGE und Westernblot fiir MPR300 analysiert.

3.4.17 Zellpraparation zur Analyse von Inositolphosphaten

Nicht transfizierte und stabil IP3-Kinase-exprimierende HEK293-Zellen wurden auf
10-cm-Kulturschalen ausgesat und bis zu einer Konfluenz von 80 % kultiviert. Die
Zellen einer 10-cm-Kulturschale wurden trypsiniert, in vorgewogene Polypropylen-
Rohrchen {iberfiihrt und bei 1.000 x g sedimentiert und 1 x mit PBS gewaschen.
Nachdem das Frischgewicht des Zellpellets bestimmt war, wurden die Zellen durch
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Auftauen und Einfrieren in fliissigem Stickstoff in 1 ml TCA-Losung (8 % TCA, 2
mM EDTA, 1 mM NaF) aufgebrochen. Die Zellsuspension wurde 5 min bei 1.500
x g zentrifugiert, der Uberstand in ein neues Polypropylen-Rohrchen iiberfithrt und
das Pellet gewogen. Der Uberstand, in dem die Inositolphosphate gelost sind, wurde
fiir 15 min bei 37 °C inkubiert, um in der Probe enthaltenes Creatin-Phosphat
zu inaktivieren. Anschlieffend wurden die Proben 3 x mit 6 ml wassergesattigtem
Diethylether (4 °C) ausgeschiittelt. Hierbei verbleiben die Inositolphosphate (IP)
in der wasserigen unteren Phase. Der pH-Wert der Proben wurde kontrolliert und
durch Zugabe von 10-15 ul 1 M Triethanolamin auf pH 6-7 eingestellt. Der restliche
Diethylether wurde in einer Speed-Vac verdampft und die Proben eingefroren. Die

weitere Analyse zur Identifizierung der IP-Formen wurde von Dr. H. Lin (AG Prof.
Dr. G. W. Mayr, UKE, Hamburg) durchgefiihrt.



Kapitel 4
Ergebnisse

Um zu untersuchen, wie ein ER-residentes Protein lysosomale Funktionen beein-
flussen kann, wurde der Transport lysosomaler Enzyme zum Lysosom iiber den
Biosynthese- und Endocytoseweg in humanen und murinen CLNG6-defekten Zellen
analysiert.

4.1 Transport und Prozessierung neu synthetisier-
ter lysosomaler Enzyme

Der Transport und die proteolytische Prozessierung neusynthetisierter lysosomaler
Enzyme im Biosyntheseweg wurde in CLNG6-defekten Zellen anhand der Sekretion
und proteolytischer Modifikationen der lysosomalen Aspartyl-Protease Cathepsin D
(CtsD) untersucht. CtsD wird in humanen Fibroblasten als 53-kDa Vorlduferpo-
lypeptid im rauhen ER synthetisiert. Vom neusynthetisierten CtsD-Vorlaufer wer-
den 5-15 % sezerniert. Ca. 60-90 min nach der Synthese sind intermediére 47-kDa-
Formen intrazellular nachweisbar. Die letzte proteolytische Modifikation findet im
Lysosom statt und resultiert in einer reifen (maturen) Form, die aus einer leich-
ten Kette (14 kDa) und einer schweren Kette (31 kDa) besteht und durch Disul-
fidbriicken zusammen gehalten wird (Gieselmann et al., 1983; Gieselmann et al.,
1985). Fibroblasten von Patient CLN6-1 und von nclf- Méusen sowie korrespondie-
rende Kontrollzellen wurden fiir eine Stunde metabolisch mit [**S]-Methionin mar-
kiert und entweder sofort oder nach einer 6-stiindigen Chase-Phase geerntet. Sowohl
aus den Medien als auch aus den Zellextrakten wurde Cathepsin D immunprézi-
pitiert und nach Auftrennung durch SDS-PAGE und Fluorographie nachgewiesen.
Wie in Abbildung 4.1A zu sehen ist, war CtsD in den humanen Fibroblasten nach
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einer Stunde Markierung als 53-kDa Vorlaufer und als prozessierte 47-kDa inter-
medidre Form detektierbar. Nach der sechsstiindigen Chase-Periode liefen sich ca.
3 % des Vorldaufer-CtsD aus dem Medium von Kontroll- und Patientenzellen pra-
zipitieren. Der Hauptanteil des zelluldren CtsD liegt in beiden Zelllinien als reife
31-kDa-Form vor. Ca. 43 % des neusynthetisierten CtsD sind als intermedidre Form
(47 kDa) nachweisbar. Nach metabolischer Markierung (1h) und 6-stiindigem Cha-
se wurde Cathepsin D (Ctsd) aus primér kultivierten murinen Kontroll- (WT) und
nclf-Fibroblasten immunpréazipitiert. Ctsd ist als 46-kDa-Polypeptid nachweisbar
(Abb. 4.1B). Ca. 9% des neusynthetisierten Ctsd wurden von Kontroll- (WT) und
nclf-Zellen in das Medium als 48 bis 51-kDa-Vorlaufer sezerniert. Diese Ergebnisse
zeigen, dass die Sortierung und Prozessierung von neu synthetisiertem Cathepsin
D in CLNG6-1-Patienten- und nclf-Fibroblasten nicht verédndert sind. Vergleichbare
Ergebnisse konnten bei [**S]-Pulse-Chase-Experimenten mit anschliefender Immun-
prézipitation von fi-Hexosaminidase in humanen Fibroblasten erzielt werden (Daten
nicht gezeigt).

A B
Zellen Medien Zellen Medien
Ko-1 CLN6-1| Ko-1 CLN6-1] Ko-1 CLN6-1 WT nclf | WT nclf
Chase (h) 0 6 6 Chase (h) 6 6
— —-— —P —P
45_ - - = —_ 45_ ' - - iim
30— — — am - 30—

Abb. 4.1: Synthese und Prozessierung von Cathepsin D in CLNG6-defek-
ten humanen und murinen Fibroblasten. Konfluente CLN6-defekte humane (A,
CLNG6-1) und murine (B, nclf) Fibroblasten sowie zugehorige Kontrollen (Ko-1 bzw.
WT) wurden fiir eine Stunde mit [3*S]-Methionin markiert (85 pCi/ml) und entweder
sofort geerntet (0) oder einem Chase von 6 Stunden unterzogen. Cathepsin D wurde
aus den Medien und den Zellen immunprézipitiert und durch SDS-PAGE und Fluoro-
graphie analysiert. Die Positionen des Protein-Standards sowie des Vorlaufers (p), der
intermediéren (i) und reifen Form (m) des Cathepsin D sind gekennzeichnet.
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4.2 Transport lysosomaler Enzyme im Endocytose-
weg

4.2.1 Mannose-6-Phosphat-abhangige Endocytose von Aryl-
sulfatase A

Als Marker lysosomaler Enzyme im Endocytoseweg diente rekombinante, ['2°]]-
markierte Arylsulfatase A (|['*J]-ASA). Fibroblasten von Patient CLNG-1 und nclf-
Méusen sowie von Kontrollen wurden mit [**°J]-ASA in An- und Abwesenheit des
kompetitiven Inhibitors Mannose-6-Phosphat (M6P) fiir 3 h bei 37 °C inkubiert. An
der Zelloberfliche gebundene ['?°J]-ASA wurde anschlieRend bei 4°C verdringt und
internalisierte ['?°J]-ASA durch SDS-PAGE der Zellextrakte und Autoradiographie
detektiert. Abbildung 4.2A zeigt, dass die [***J]-ASA-Aufnahme spezifisch ist und
vollstandig durch einen Uberschuss an nichtradioaktivem M6P gehemmt wird. Die
densitometrische Auswertung ergab, dass die CLN6-defekten Fibroblasten von Pa-
tient CLN6-1 und Méusen ca. 250 % der ['*°J]-ASA akkumulieren verglichen mit
Kontrollfibroblasten (Abb. 4.2A). Die aufgenommene Menge an ['*J]-ASA war in
murinen Fibroblasten hoher als in humanen Zellen.

A B
Ko-1 | CLN6-1 | WT | noif Ko-1 ctN2 | coLN3 | cLNe-1
meP| - |+ -]+ ]-]+]-]+] v -T+]-T+]-T+]-]+
66 - -
66— - Py -
intrazellulére[ “J]-ASA [%] 100 257 100 245 100 209 169 440

Abb. 4.2: Endocytose von ['?°J]-Arylsulfatase A (ASA) in CLNG6-
Patientenzellen und nclf-Fibroblasten. Humane CLN6-1- und nclf-Fibroblasten
(A) und Fibroblasten verschiedener NCL-Formen (CLN2, CLN3, CLN6 = Pat.1) (B)
sowie Kontrollfibroblasten (Ko-1/ WT) wurde in An- (+) und Abwesenheit (-) von
M6P (10 mM) mit [25J]-ASA (450.000 cpm/ml) fiir 3 h bei 37 °C inkubiert. Nach dem
Entfernen der an die Plasmamembran gebundenen ['2°J]-ASA wurden die Zellextrakte
unter nicht-reduzierenden Bedingungen durch SDS-PAGE und Autoradiographie analy-
siert. Die Positionen des Protein-Standards sind gekennzeichnet. Die Autoradiogramme
wurden densitometrisch ausgewertet und als Prozent der [1?°J]-ASA in Kontrollzellen
angegeben.
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Um zu bestimmen, ob die Akkumulation von [*°J]-ASA CLN6-spezifisch ist, wurden
Fibroblasten von CLN2- und CLN3-Patienten parallel untersucht. Die densitome-
trische Auswertung ergab, dass CLN2-, CLN3- und CLNG6-defekte Fibroblasten 210,
170 bzw. 440 % der [*?°J]-ASA enthielten im Vergleich zu Kontrollzellen (Abb. 4.2B).

4.2.2 Mannose-6-Phosphat abhangige Endocytose von pro-
Tripeptidyl-Peptidase 1

Die Spezifitit der Akkumulation internalisierter ['2°J]-ASA wurde mit einem zweiten
lysosomalen Enzym, Tripeptidyl Peptidase I (TPP I), untersucht. TPP I wird als
66-kDa Vorlaufer (proTPP I) im rauen ER synthetisiert. Ca. 1 h nach der Synthese
sind intermediére 50-kDa Formen nachweisbar. Im Lysosom erfolgt die finale proteo-
lytische Prozessierung zur reifen Form, die eine molare Masse von ca. 46-kDa besitzt
(Ezaki et al., 1999, Golabek et al., 2003). Patientenfibrolasten von CLN6-1 und Kon-
trollfibroblasten wurden mit rekombinanter ['?°J|-markierter proTPP I in An- und
Abwesenheit von M6P fiir 2 h und 5 h bei 37 °C inkubiert. An der Zelloberflache
gebundene ['?°J]-proTPP I wurde anschlieRend bei 4°C verdriingt und internalisier-
te [**°J]-TPP I durch SDS-PAGE der Zellextrakte und Autoradiographie sichtbar
gemacht. ['*J]-TPP I wurde entsprechend der Lokalisation auf dem Film aus den
Gelen ausgeschnitten und die Radioaktivitdt bestimmt. Abbildung 4.3A zeigt die
Akkumulation des ['*J]-TPP I-Vorldufers (p), und der reifen 46-kDa ['*°J]-TPP I
(m) in den Fibroblasten von CLN6-1 und den Kontrollfibroblasten nach 2- und 5-
stiindiger Endocytose. Die Quantifizierung ergab, dass Kontroll- und Patientenzellen
nach 2- und 5-stiindiger Endocytose ungefihr gleiche Mengen ['?°J]-TPP I (p + m)
akkumulieren (Abb. 4.3B, ¥ Bahn 1/2 bzw. ¥ Bahn 3/5). Allerdings sind nach bei-
den Inkubationszeiten in CLN6-1-Patientenzellen rund 24 % mehr reife ['?°J]-TPP
I nachweisbar als in den Kontrollzellen. Dabei ist die Aufnahme der [**>J]-TPP (p
+ m) zu nur 36 % in den Kontrollfibroblasten (Abb. 4.2B, ¥ Bahn 3/4) und zu
43 % in den Patientenfibroblasten (Abb. 4.3B; ¥ Bahn 5/6) M6P-hemmbar. Wird
nur die Menge reifer ['**J]-TPP I (m) nach 5 h Endocytose betrachtet, liegt die
Inhibition durch M6P zwischen 60 und 66 % gemessen an der Radioaktivitit in der
ensprechenden Gelposition (Abb. 4.3B). Weiterhin wird aus Abb. 4.3A und B deut-
lich, dass in beiden Zelllinien nach 5 h (Abb. 4.3B, ¥ Bahn 3/5) ca. 35 % weniger
['#5J]-TPP I als nach 2 h Endocytose (Abb. 4.3B 3 Bahn 1/2) nachweisbar ist. Der
Anteil reifer [**°J]-TPP (m) ist nach 2 h so hoch wie nach 5 h Inkubationszeit. Nach
2-stiindiger Endocytose betriigt das Verhiltnis des ['2°J]-TPP I-Vorldufers zur reifen
Form 70:30 in den Kontrollfibroblasten (Abb. 4.3B, Bahn 1) und 64:36 in den CLN6-
1-Fibroblasten (Abb. 4.3B, Bahn 2). Nach 5 h Endocytose hat sich das Verhéltnis in
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den Kontrollfibroblasten (Abb. 4.3B, Bahn 3) auf 55:45 und in den Patientenfibro-
blasten (Abb. 4.3B, Bahn 5) auf 45:55 zu gunsten der reifen Form verdndert. Das
entspricht einer Zunahme der reifen [***J]-TPP I von 15 % in Kontrollzellen und 19
% in Patientenfibroblasten. Die Daten zeigen 1), dass die Aufnahme/ der intrazellu-
lire Abbau von ['?5J]-TPP I in CLN6-1-Zellen unterschiedlich zu der von ['?°J]-ASA
ist, und 2), dass nur ca. 40 % der zellassoziierten [***J]-TPP I M6P-inhibierbar sind
gegeniiber 95 %-iger Inhibition der Aufnahme von ['?°J]-ASA (Heine et al., 2004).

A B
Ko-1 ICLN6-1 Ko-1 I CLNG6-1 Ko-1 ICLN6-1 Ko-1 I CLN6-1
Endocytose [h] 2 5 Endocytose [h] 2 5
M6P - -+ ]-1+ M6P - -+ ]-1+
- . e — —Dp 984 963 534 447 429 398 |p
66 —
429 540 429 173 523 176 |M
45— - - —m 1413 1503 963 620 952 547 | X
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

Abb. 4.3: Endocytose von ['?°J]-proTPP in CLN6-defekten humanen Fi-
broblasten. CLN6-1 Fibroblasten und Kontrollfibroblasten wurden in An- (+) und
Abwesenheit (-) von M6P (10 mM) mit [12°J]-proTPP I (450.000 cpm/ml) fiir 2 und
5 h bei 37 °C inkubiert. Nach dem Entfernen der an die Plasmamembran gebunde-
nen ['25]]-proTPP I wurden die Zellen unter nicht-reduzierenden Bedingungen durch
SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert. Die Positionen des Protein-Standards,
des TPP-Vorliufers (p) und der reifen Form (m) sind gekennzeichnet (A). ['25]]-TPP
wurden entprechend ihrer Lokalisation auf dem Film aus dem Polyacrylamidgel aus-
geschnitten und die Radioaktivitiit quantifiziert. Es wurden die Werte fiir den ['2°]]-
TPP-Vorlaufer (p), die reife Form (m) und deren Summe angegeben (B). In beiden
Abbildungen sind die Laufbahnen von 1-6 durchnummeriert.

4.2.3 Endocytose von Sekreten Mannose-6-Phosphat-Rezep-
tor-defizienter Zellen

Um zu bestimmen, ob die Aufnahme/der Abbau einzelner oder aller M6P-haltiger
Liganden in CLNG-defizienten Zellen veréndert ist, wurden [**S|-markierte Sekre-
te aus MPR-defizienten Mauszelllinien gewonnen und danach Kontroll- und nclf-
Zellen in An- und Abwesenheit von M6P zur Endocytose angeboten. Internalisierte
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[**S|-markierte Proteine wurden durch SDS-PAGE der Zellextrakte getrennt und
durch Fluorographie detektiert. Zuséatzlich wurden einzelne Banden entsprechend
ihrer Lokalisation auf dem Film aus dem Gel ausgeschnitten, solubilisiert und die
Radioaktivitat durch Fliissigkeits-Szintillationszéhlung bestimmt. Die Auswertung
ergab, dass nclf-Fibroblasten in Anwesenheit von M6P (Abb. 4.4A; Bahn 3) 70%
mehr Protein akkumulieren als die Kontrollfibroblasten (Abb. 4.4A; Bahn 1). Oh-
ne Zugabe von M6P nehmen nclf-Zellen 20 % mehr [**S]-markiertes Protein auf
als Kontrollzellen (Abb. 4.4A, Bahn 2/4). Der Vergleich der M6P-unabhéngigen
Aufnahme mit der M6P-abhéngigen ergibt, dass Kontrollzellen 160 % (Abb. 4.3A,
Bahn 2/1) und nclf-Zellen 80 % (Abb. 4.4A, Bahn 4/3) mehr [*3S]-markiertes Pro-
tein M6P-abhéngig internalisieren. Von den zur Endocytose angebotenen Sekreten
(Abb. 4.4A, Bahn 5) haben die Kontrollzellen 0,4 % M6P-unabhéngig (Abb. 4.4A;
Bahnl) bzw. 1 % M6P-abhéngig (Abb. 4.4A; Bahn 2) und die nclf-Zellen 0,7 %
(Abb. 4.4A; Bahn 3) bzw. 1,3 % (Abb. 4.4A Bahn 4) akkumuliert. In Anwesenheit
von M6P (Abb. 4.4A) wurde in beiden Zelllinien ein Polypeptid (1), das zwischen
Sammel- und Trenngel detektiert wurde, sowie weitere Polypeptide mit einer mola-
ren Masse von ca. 86 kDa (2), 57 kDa (3), 54 kDa (4) und 43 kDa (5) angereichert.
Davon sind die Polypeptide 1, 2 und 5 in Abwesenheit von M6P (Abb. 4.4A, Bahn
2/4) in beiden Zelllinien nachweisbar. Die Polypeptide 1, 3 und 5 sind auch im Se-
kret (Abb. 4.4A, Bahn 5, Polypeptidbanden 8 und 11) vorhanden. Im Sekret wurden
Hauptbanden bei ca. 88 kDa (6), 70 kDa (7), 57 kDa (8), 53 kDa (9), 46 kDa (10),
43 kDa (11) und 38 kDa (12) detektiert. Dabei kommen die Polypeptide 6, 7 und
10 ausschliefslich im Sekret vor. Griinde dafiir konnten sein, dass diese Polypepti-
de a) nicht endocytiert werden, b) sehr schnell im Lysosom abgebaut werden, oder
c¢) Vorlauferpeptide lysosomaler Enzyme sind, die zu Formen mit geringerer mo-
larer Masse prozessiert werden. Die Polypeptide 13-21 werden in beiden Zelllinien
M6P-abhéngig internalisiert. Nach Auschneiden der Banden 3-21 und Quantifizie-
rung der iibriggebliebenen Gelstiicke jeder Bahn konnte der prozentuale Anteil der
Einzelbanden bestimmt werden (Abb. 4.4B), der zwischen 1,3 % (Polypeptid 16)
und 6,8 % (Polypeptid 4) liegt. Die Auftrennung im hochmolekularen Bereich liefs
eine genauere Quantifizierung einzelner Banden nicht zu. Die [**S]-markierten Sekre-
te MPR-defizienter Zellen enthalten M6P-haltige und nicht M6P-haltige Liganden.
Letztere werden M6P-Rest-unabhéngig durch Pinocytose aufgenommen wéhrend
M6P-haltige Liganden bevorzugt iiber MPR internalisiert werden. Deshalb liegt ei-
ne hohere Gesamtaufnahme in Abwesenheit von M6P vor (vergleiche Bahnen 1 mit 2
und 3 mit 4, Abb. 4.4A). Es sind keine Unterschiede im Muster der [*3S]-Polypeptide
in Kontrollzellen im Vergleich mit nclf-Zellen detektierbar, aber es bestehen Unter-
schiede im Vergleich zum Ausgangssekret auf Grund intrazelluldrer proteolytischer
Prozessierung.
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Abb. 4.4: Endocytose von Sekreten Mannose-6-Phosphat-Rezeptor (MPR)-
defizienter Mausfibroblasten in nclf-Fibroblasten. A, nclf- und Kontrollfibro-
blasten (WT) wurden in An- und Abwesenheit von M6P (20 mM) mit [3*S]-Methionin-
markierten Sekreten (S) MPR-defizienter Mauszellen iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Nach dem Entfernen der an die Plasmamembran gebundenen Proteine mit M6P wur-
den die Zellextrakte (Bahn 1-4) und 1/90 der Sekrete, die pro Ansatz zur Endocytose
angeboten wurden (Bahn 5), unter reduzierenden Bedingungen durch SDS-PAGE und
Fluorographie analysiert. Die Positionen des Protein-Standards sind gekennzeichnet. B,
Die gekennzeichneten Banden 1-21 wurden aus dem Polyacrylamidgel ausgeschnitten,
die Radioaktivitdt bestimmt und in % der Gesamtradioaktivitat pro Bahn dargestellt.
Die Banden 1-21 sind a) unter Zugabe von M6P angereichert worden (1-3), b) nur im
Sekret vorgekommen (6,7, 9-12), oder c¢) nur in Abwesenheit von M6P angereichert
worden (13-21).

4.2.3.1 Endocytose von holo-Transferrin

Um die Sperzifitdt der rezeptorvermittelten Ligandenendocytose in CLNG-1-Zellen
zu bestimmen, wurde die ['?°J]-Transferrin-Endocytose untersucht. Internalisiertes
[125J]-Transferrin gibt im Recyclingendosom Fe* ab und wird anschlieffend als Apo-
Transferrin rezeptorabhingig zur Plasmamembran zuriicktransportiert und in das
Medium entlassen (Ciechanover et al., 1983). Fibroblasten von Patient CLN6-1 und
nclf-Méusen sowie Kontrollfibroblasten wurden mit ['?°J]-Transferrin in An- und
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Abwesenheit eines Uberschusses von nicht radioaktiv markiertem Transferrin fiir 3
h bei 37 °C inkubiert und das internalisierte ['?°J]-Transferrin durch SDS-PAGE
der Zellextrakte und Autoradiographie nachgewiesen. Wie in Abbildung 4.5 zu se-
hen ist, akkumulieren CLN6-defekte Zellen und Kontrollzellen gleiche Mengen [25]]-
Transferrin. Die Aufnahme ist spezifisch und lisst sich vollstindig durch einen Uber-
schufs an nicht radioaktivem Transferrin inhibieren.

Ko-1 | CLN6-1 WT nelf

Transferrin] -~ |t | - |t | -~ | * - +
97 —

66 —

Abb. 4.5: Endocytose von ['?5J]-Transferrin in CLN6-Patientenzellen und
nclf-Fibroblasten. CLN6-1-Fibroblasten und primér kultivierte nclf-Zellen sowie ent-
sprechende Kontrollen (Ko-1, WT) wurden fiir 3 h bei 37 °C mit [*2%]J]-Transferrin in An-
(+) und Abwesenheit (-) von nicht radioaktiv markiertem Transferrin inkubiert. Nach
Entfernen von Zelloberflichen-gebundenem Transferrin wurden die Zellextrakte unter
nicht-reduzierenden Bedingungen durch SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert.
Die Positionen des Protein-Standards sind gekennzeichnet.

4.2.4 Mechanismen der Akkumulation endocytierter [12°]]-
ASA in CLNG6-defekten Zellen

Die erhohte Akkumulation von ['*J]-ASA in CLN6-defekten Zellen kann a) durch
eine erhohte Anzahl von Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren (MPR) an der Zellober-
fliche, b) durch eine erhohte Internalisierungskinetik der MPR, ¢) durch eine Akku-
mulation des Enzyms in nicht-lysosomalen Kompartimenten des Endocytoseweges
und d) durch einen verminderten Abbau im Lysosom bedingt sein. Im Folgenden
werden die verschiedenen Moglichkeiten experimentell untersucht.
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4.2.4.1 Zelloberflichenkonzentration und Expression des 300 kDa Man-
nose-6-Phosphat-Rezeptors (MPR300)

Die Konzentration des MPR300 in CLN6-defekten Zellen an der Zelloberflache wur-
de a) mittels Oberflichenbiotinylierung und b) durch Bindung mit einem ['%3]]-
markierten MPR-Liganden und c¢) durch Bindung eines spezifischen Antikorpers
gegen den humanen MPR300 (|'?°J]-2C2) bestimmt. Zunéchst wurden alle Zellober-
flaichenproteine von nclf- und Kontrollfibrobasten bei 4 °C biotinyliert. Die biotiny-
lierten Proteine wurden anschliefend mit Streptavidin-Agarose prazipitiert und die
Prézipitate durch SDS-PAGE und MPR300-Westernblot analysiert. Die densitome-
trische Auswertung des Blots in Abbildung 4.6A ergibt, dass in nclf-Fibroblasten
die Konzentration des MPR300 an der Zelloberfliche um 44 % hoher ist als in Kon-
trollfibroblasten. Im zweiten experimentellen Ansatz wurden CLN6-1-Patienten und
Kontrollzellen entweder mit ['?5J]-ASA oder mit ['?°J]-2C2 bei 4 °C inkubiert. Bei
dieser Temperatur findet kein Austausch von oberflichenlokalisierten MPR mit in-
trazelluldren Rezeptoren statt (Braulke et al., 1987). Abbildung 4.6B zeigt, dass die
Patientenfibroblasten ca. 80 % mehr ['?J]-ASA an der Zelloberfliche binden als die
Kontrollfibroblasten. Die Bindung von ['?5J]-2C2 war in CLN6-defekten Fibroblasten
um 32 % erhoht im Vergleich zu Kontrollfibroblasten (Abb. 4.6C). Um zu bestimmen,
ob die erhéhte Zahl von MPR300 an der Zelloberfliche von CLNG6-defizienten Zellen
auf eine Umverteilung von MPR300 aus intrazellulairen Membranen an die Zello-
berfliche bei gleicher Gesamtzahl an Rezeptoren oder durch eine prozentual gleiche
Verteilung von MPR300 bei erh6hter Gesamtzahl an Rezeptoren zuriickzufiihren ist,
wurde die Gesamtzahl an MPR300 in CLN6-2 und Kontrollzellen bestimmt.

Dazu wurden entsprechende Zellextrakte mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf
Nitrocellulose transferiert. Die Nitrocellulose wurde kurz unter der Bande des 220
kDa Standards halbiert und die obere Hélfte mit ['?°J]-markierten 2C2-Antikérpern
inkubiert. Parallel wurde die untere Nitrocellulosehélfte zum Nachweis von LAMP-
1 (90-110 kDa) im Westernblot als Beladungskontrolle analysiert. Abbildung 4.7
zeigt eine verminderte Expression des MPR300 in den Fibroblasten von Patient
CLNG6-2 im Vergleich zu den Kontrollfibroblasten. Der Westernblot gegen das hu-
mane LAMP-1 zeigt, dass gleiche Proteinmengen aufgetragen wurden.
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Abb. 4.6: Zelloberflichenkonzentration des MPR300 in CLN6-defekten Zel-
len. A, Ncif- und Kontrollfibroblasten (WT) wurden bei 4 °C mit Biotin markiert
und anschliekend lysiert. Aus den Lysaten wurden die biotinylierten Proteine mit
Streptavidin-Agarose prézipitiert und die Prazipitate durch SDS-PAGE und MPR300-
Westernblot analysiert. Der Westernblot wurde densitometrisch ausgewertet und das
Signal in % der Kontrolle angegeben. Die Position des Protein-Standards ist gekenn-
zeichnet. B, C; CLN6-1 und Kontrollfibroblasten (Ko-1) wurden bei 4 °C mit ['2°J]-ASA
bzw. [12°]]-2C2 (750.000 cpm/ml) inkubiert. Durch Inkubation mit M6P bzw. Puffer
(pH 2,5) wurden die radioaktiv-markierten Liganden und Antikorper von den Zellen
abgeltst und die Radioaktivitdt bestimmt. Die Grafik zeigt die Mittelwerte der quanti-

tativen Auswertung aus 3 unabhéngigen Experimenten.
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Abb. 4.7: Expression des MPR300
und MPR46 in CLN6- Patienten-
fibroblasten. Zellextrakte von CLNG6-
Ko-1 |CLN6-2 Patient 2 sowie von Kontrolle 1 (Ko-1)
wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt, auf
Nitrocellulose transferiert und die obere
MPR300 Hilfte (>220 kDa) mit ['?°J]-markierten
Antikérpern gegen den MPR300 (600.000
cpm/ml) inkubiert. Die Nitrocellulose-

220—

membran wurde getrocknet und durch
Autoradiographie analysiert. Der Einsatz
gleicher Proteinmengen ist durch LAMP-
LAMP-1 1 Westernblot der unteren Halfte (<
220 kDa) der Nitrocellulose-Membranen
dargestellt. Die Positionen des Protein-

97—

Standards sind gekennzeichnet.

In einem zweiten Ansatz wurde die Gesamtzahl der MPR300 in Fibroblasten der Pa-
tienten CLN6-1 und CLN6-2 sowie von zwei Kontrollen (Ko-1 und Ko-2) durch Bin-
dung des jodierten 2C2-Antikoérpers in Gegenwart von Saponin bestimmt (Tab. 4.2.4.1).
Die Auswertung ergibt, dass keine signifikanten Unterschiede in der Gesamtzahl der
MPR300 in CLN6-defekten Fibroblasten im Vergleich zu den Kontrollzellen vorlie-
gen. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die erhohte Zahl an MPR300 in CLNG6-
Patientenzellen auf eine Umverteilung von MPR300 an die Zelloberfliche zuriickzu-
fiihren ist.

Tabelle 4.1: ['%5J]-2C2-Bindung in CLN6-defekten Fibro-
blasten und Kontrollzellen.

[cpm/mg Protein]
Ko-1 2407 +/-315
Ko-2 1629 +/-312
CLNG-1 1430 +/-412
CLNG6-2 1657 +/-100

Ko-1/-2: Kontrolle-1 bzw. -2; CLN6-1/-2: CLN6-1- bzw. -2- Patientenzellen (n = 2 — 3)
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4.2.4.2 Internalisierungskinetik des MPR300

Zur Bestimmung der Internalisierungskinetik wurden Patienten- und Kontrollfibro-
blasten bei 4 °C mit ['?3J]-markierten MPR300 Antikérpern (2C2) inkubiert. Eine
Probe wurde gleich nach der Inkubation abgeerntet und entspricht dem ¢ = 0-Wert.
Ca. 60 % der zellassoziierten Radioaktivitat waren zu diesem Zeitpunkt durch einen
sauren Waschschritt (pH 2,5) entfernbar. Die restlichen 40 % miissen als unspe-
zifische, siure-resistente Bindung/freies ['?3J] angesehen werden. Um diesen Wert
sind alle anderen Messdaten korrigiert. Die iibrigen Proben wurden fiir verschiedene
Zeiten auf 20 °C erwarmt und anschliefsend die Radioaktivitdt im Medium, an der
Zelloberflache und die pH 2,5-resistente internalisierte Radioaktivitdt bestimmt. Die
Zelloberflachen-gebundene und intrazellulare Radioaktivitat wurden als Prozent der
Gesamt-Radioaktivitat pro Zeiteinheit dargestellt. Abbildung 4.8A zeigt das Ver-
schwinden von MPR300-Antikérpern von der Zelloberfliche. Innerhalb der ersten
5 min ist die Internalisierung fast vollstandig abgeschlossen und nahert sich asym-
ptotisch einem Wert um 20 % der Gesamtradioaktivitdt an. Es sind keine Unter-
schiede in der Internalisierungskinetik des MPR300 Antikorpers zwischen Kontrollen
und CLNG6-defekten Fibroblasten messbar. Abbildung 4.8B zeigt die Menge der in-
ternalisierten MPR300-Antikorper. Nach 20 min sind etwa 35 % der Antikorper
internalisiert. Nach 30 min sinkt der intrazellular detektierbare Anteil an MPR300-
Antikorpern in den Kontrollzellenauf 25 %, wihrend in CLN6-1-Zellen noch Anti-
korper akkumulieren und 45 % der Gesamtradioaktivitdt ausmachen.

4.2.4.3 Intrazellulare Lokalisation endocytierter lysosomaler Enzyme

Um zu untersuchen, ob die internalisierte ['**J]-ASA in CLNG6-defizienten Zellen in
den Lysosomen oder endosomalen intermedidren Kompartimenten akkumuliert, wur-
de Dichtegradientenzentrifugation durchgefiihrt. Kontroll- und nclf-Fibroblasten wur-
den 30, 60 und 180 min bei 37 °C mit ['**J]-ASA inkubiert. Oberflichengebundene
['2°J]-ASA wurde verdringt und die Fibroblasten homogenisiert. Der postnucleére
Uberstand wurde auf einen diskontinuierlichen Saccharose-Gradienten (1,2-0,8 M)
aufgetragen und in einem ,,Swing-out‘-Rotor zentrifugiert. Nach der Ultrazentrifuga-
tion wurden die Dichtegradienten von oben nach unten fraktioniert (10 Fraktionen).
Die [-Hexosaminidase-Aktivitéit als lysosomaler Marker, der Brechungsindex und
die Verteilung der ['*°J]-ASA in den einzelnen Fraktionen wurden gemessen. Die
(-Hexosaminidase-Aktivitat war in Kontroll- und nclf-Fibroblasten zu je ca. 20 %
in den Fraktionen 2 und 3 (Endosomen, Golgi, Plasmamembran) und zu ca. 40 %
in Fraktion 10 lokalisiert (Lysosomen). Der Brechungsindex beginnt in Fraktion 1
und 2 mit einem Wert um 1,3530 nD und steigt dann kontinuierlich auf 1,390 nD
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Abb. 4.8: Internalisierungskinetik des MPR300-Antikorpers in Patienten-
fibroblasten. CLN6-1- (M) und Kontrollfibroblasten (A) wurden bei 4 °C mit [*2°]]-
2C2-Antikoérper (750.000 cpm/ml) inkubiert. Oberflichen-gebundene Antikoérper wur-
den entweder gleich entfernt (t = 0) oder die Zellen 5-30 min anschliefend auf 20 °C er-
wirmt. Die in das Medium dissoziierten ['2°J]-2C2-Antikérper, die an der Zelloberfliche
gebundenen Antikorper, die durch einen sauren Waschschritt (pH 2,5) entfernt werden
konnten, und die sdure-resistente, internalisierte Radioaktivitdt wurden bestimmt und
die Summe = 100 % gesetzt. Zum Zeitpunkt ¢ = 0 waren bereits 40 % der detektierten
Radioaktivitdt nicht durch einen sauren Waschschritt entfernbar. Diese Bindung wird
als unspezifisch angesehen und alle tibrigen Messwerte sind um diesen Wert korrigiert.
Die Grafiken zeigen die Zelloberflachen-gebundene (A) bzw. intrazelluldre Radioaktivi-
tat (B) als Prozent der insgesamt detektierten Radioaktivitét pro Zeiteinheit.

an (Abb. 4.9A). Abbildung 4.9B bis 11D zeigt die Aufnahme und Verteilung von
['25J]-ASA im Gradienten nach 30, 60 und 180 min. Nach 30 min Internalisierung
sind in Kontrollzellen 20 % und nclf-Zellen 23 % der Radioktivitiat in Fraktion 2
nachweisbar, wihrend in der 3. Fraktion 6,5 bzw. 10% ['?J]-ASA in Kontrollzel-
len bzw. nclf-Zellen enthalten sind. In den Kontrollzellen sind 10 % [?°J]-ASA in
Fraktion 7 lokalisiert, wahrend in den nclf-Zellen nur 2,5 % detektiert werden. Wei-
terhin akkumulieren in beiden Zelllinien 30 % der ['**J]-ASA in Fraktion 10. In den
tibrigen Fraktionen (4-6, 8 u. 9) sind je nur ca. 2-4 % Radioaktivitdt detektierbar
(Abb. 4.9B). Abbildung 4.9C zeigt, dass nach 60 min Internalisierung in der 2. Frak-
tion 17 % Radioaktivitét in beiden Zelllinien nachweisbar sind. In Fraktion 7 sind in
den nclf-Zellen 7 % Radioaktivitidt nachweisbar, wihrend die Menge an ['*°J]-ASA
in Kontrollzellen auf 4 % sinkt. Der Gehalt an ['*°J]-ASA in Fraktion 10 steigt auf
ca. 36 % in beiden Zelllinien an. Nach 180 min [***J]-ASA-Endocytose (Abb. 4.9D)
sinkt der ['**J]-ASA Gehalt in Fraktion 2 auf ca. 15 % in nclf- und Kontrollzellen.
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Fraktion 3 enthélt 10 bzw. 6 % [*°J]-ASA in Kontroll- bzw. nclf-Fibroblasten. In
Fraktion 4-6 sowie 8 und 9 sind zwischen 2 und 3 % Radioaktivitdt in beiden Zellli-
nien detektierbar, wihrend in Fraktion 7 4 % bzw. 7 % in Kontroll- bzw. nclf-Zellen
nachgewiesen wurden. Ca. 59 % Radioaktivitit akkumulieren bei beiden Zelllinien
in Fraktion 10 nach 180 min.
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Abb. 4.9: Subzellulire Verteilung von ['?°J]-ASA nach Dichtegradienten-
Zentrifugation. Ncif- (M) und Kontroll-Fibroblasten (WT;A) wurden bei 37 °C fiir
30 (B), 60 (C) und 180 min (D) mit [*?°J]-ASA (850.000 cpm/ml) inkubiert. An
der Zelloberfliche gebundene Liganden wurden verdringt und ein postnucledrer Uber-
stand hergestellt. Dieser wurde auf einen dreistufigen Saccharose-Gradienten (1,2; 1,0;
0,8M Saccharose in Aqua bidest) aufgetragen und fiir 2 h bei 83.000 x g zentrifu-
giert. Anschlieffend wurden die Fraktionen 1 (oben) bis 10 (unten) abgenommen und
[-Hexosaminidase-Aktivitit sowie der Brechungsindex (o) bestimmt (A). [25J]-ASA
wurde in jeder Fraktion gemessen (B, C und D). $-Hexosaminidase-Aktivitit und [12°J]-
ASA in den einzelnen Fraktionen sind als Prozent der Gesamtaktivitit bzw. der [12°]]-
ASA-Radioaktivitdt im Gradienten und der Brechungsindex dargestellt.

Die intrazelluldre Lokalisation endocytierter ASA wurde aufserdem mittels Doppel-
Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Dazu wurden primér-kultivierte Fibroblas-
ten von nclf- und Kontroll-Méausen auf Deckgldschen ausgesédt und humane rekom-
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binante ASA fiir 8 h bei 37 °C zur Endocytose angeboten. Die Lokalisation der
ASA wurde anschliefend mit Antikérpern gegen humane ASA (Abb. 4.10A, griin;
Abb. 4.10B, rot) sowie Maus-spezifischen Antikorpern gegen LAMP-1 (Abb. 4.10A,
rot) und MPR46 (Abb. 4.10B, griin) inkubiert. Die Uberlagerungen der Firbun-
gen in Abbildung 4.10A zeigen, dass endocytierte ASA (griin) und LAMP-1 (rot)
in Kontroll- und nclf-Zellen kolokalisieren (gelb). Dagegen zeigen die Uberlagerun-
gen der Farbungen gegen endocytierte ASA (rot) und MPR300 (griin) in Abbil-
dung 4.10B keine Kolokalisation, was eine endosomale Lokalisation der endocytierten
ASA ausschlieft, da der MPR46 nicht in die Lysosomen gelangt (Storch & Braulke,
2005).

In einem dritten unabhéingigen Ansatz wurde die intrazelluldre Lokalisation und
proteolytische Prozessierung der endocytierten lysosomalen Tripepeptidylpeptidase
I (TPP I) untersucht. Die Prozessierung der proTPP I (68 kDa) zur reifen TPP
(46-48 kDa) erfolgt im Lysosom (Golabek et al., 2003). CLN6-1- und Kontrollfibro-
blasten wurden mit ['?°J]-proTPP T fiir 30 min oder 2 h bei 37°C inkubiert. Nach
Verdringung oberflichengebundener [*2°J]-proTPP I wurden die Zellen solubilisiert
und unter nicht-reduzierenden Bedingungen durch SDS-PAGE aufgetrennt. Die in-
ternalisierte ['?°J]-proTPP I wurde anschliefend durch Autoradiographie detektiert
(Abb. 4.11A). Zusitzlich wurde ['*J]-TPP I (Vorldufer und prozessierte Form) ent-
sprechend ihrer Lokalisation auf dem Film aus dem Gel ausgeschnitten und quanti-
fiziert (Abb. 4.11B). Nach 30 min Endocytose sind in den CLN6-2 Zellen 30 % mehr
['#5J]-TPP I nachweisbar als in den Kontrollzellen (Abb. 4.11B, ¥ Bahn 1 und 2).
Davon sind in den Kontrollzellen 18 % (Abb. 4.11B; Bahn 1) und in CLN6-2-Zellen
19 % (Abb. 4.11B, Bahn 2) zur reifen Form prozessiert worden. Nach 2 h Endocytose
sind in den CLN6-defekten Zellen 26 % ['?°J]-TPP I mehr als in den Kontrollzellen
(Abb. 4.11B, ¥ Bahn 3 und 4). In Kontroll-Fibroblasten sind nach dieser Zeit 28 %
(Abb. 4.11B, Bahn 3) und in CLN6-2-Zellen 30 % (Abb. 4.11B, Bahn 4) reife TPP
I gebildet worden. In beiden Zelllinien ist der Anteil des [***J]-TPP I-Vorldufers
nach 2 h Endocytose nahezu unverédndert im Vergleich zur Aufnahme nach 30 min
(Abb. 4.11B, Bahn 1 und 3 bzw. 2 und 4, p). Dagegen nimmt der Anteil reifer TPP
[ innerhalb der 1,5 h um 70 % in beiden Zelllinien zu (Abb. 4.11B, Bahn 1/3 bzw.
2/4, m). Insgesamt sind nach 2 h Internalisierung 12 % mehr ['?*J]-TPP I in Kon-
trollzellen und 10 % in CLN6-2 Zellen nachweisbar (Abb. 4.11B, ¥ Bahn 1 und 3
bzw. 2 und 4).
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Abb. 4.10: Intrazelluldre Lokalisation endocytierter ASA. Ncif- und Kontroll-
Fibroblasten (WT) wurden mit rekombinanter humaner ASA (250 mU/ ml) fiir 8 h
bei 37 °C inkubiert. Anschliefsend wurden die Zellen mit PFA fixiert, mit Triton X-100
permeabilisiert und simultan mit Antikérpern gegen humane ASA (12A: griin, 12B rot)
sowie murines LAMP-1 (12A: rot) bzw. murinen MPR46 (12B: griin) inkubiert und
durch Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert.
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Abb. 4.11: Prozessierung endocytierter [\?*J]-proTPP in CLNG6-
Patientenfibroblasten. Fibroblasten von Patient CLN6-2 und einer Kontrolle
(Ko-2) wurden mit ['2°]J]-proTPP I (450.000 cpm/ml) fiir 0,5 und 2 h bei 37 °C
inkubiert. Nach Entfernung der an die Oberfliche gebundenen [*?°J]-proTPP I wurden
die Zellextrakte unter nicht-reduzierenden Bedingungen durch SDS-PAGE und Auto-
radiographie analysiert Die Positionen des Protein-Standards sowie des Vorlaufers (p)
und der reifen Form (m) der TPP I sind gekennzeichnet (A). [\2°J]-TPP I-Polypeptide
wurden entprechend ihrer Lokalisation auf dem Film aus dem Polyacrylamidgel ausge-
schnitten und die Radioaktivitiit quantifiziert. Die Werte fiir den ['2°J]-TPP-Vorliufer
(p), die reife Form (m) und deren Summe sind angegeben (B). Die Nummern 1-4 unter
der Tabelle entsprechen den Bahnen 1-4 in der Autoradiographie in Abb. 4.11A.

4.2.4.4 Degradation endocytierter lysosomaler Enzyme

Der Abbau endocytierter M6P-haltiger Liganden wurde durch Endocytose radio-
aktiv markierter ASA und TPP I mit anschlieffenden Chase-Perioden untersucht.
CLNG6-1- und Kontrollfibroblasten wurden mit [**°J]-ASA fiir 3 h bei 37 °C inku-
biert und entweder sofort oder nach 20-stiindigem Chase lysiert. Die internalisierte
['#5J]-ASA wurde durch SDS-PAGE mit anschlieRender Autoradiographie sichtbar
gemacht und densitometrisch ausgewertet. Abbildung 4.12 zeigt, dass die Gesamt-
menge endocytierter ['?J]-ASA in CLN6-1-Fibroblasten nach der Endocytose (Cha-
se = 0 h) 150 % der Kontroll-Fibroblasten entsprach. Nach 20-stiindigem Chase wa-
ren noch 32 % der internalisierten ['?°J]-ASA in Kontroll-Fibroblasten nachweisbar,
wihrend in den CLNG6-1-Patienten-Fibroblasten noch ca. 64 % des Ausgangsmate-
rials vorhanden waren.
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Abb. 4.12: Abbau von internalisierter ['?°J]-ASA in CLN6-1-Patientenzellen.
CLN6-1 Patienten- und Kontroll-Fibroblasten (Ko-1) wurden mit [25J]-ASA (450.000
cpm/ml) fir 3 h bei 37 °C inkubiert und Zellextrakte entweder sofort (0) oder nach
20-stiindigem Chase prapariert und unter nicht-reduzierenden Bedingungen durch SDS-
PAGE und Autoradiographie analysiert. Das Autoradiogramm wurde densitometrisch
ausgewertet und der Abbau von [*2%J]-ASA als Prozent der nach Endocytose bzw. 20 h
Chase in Kontroll- bzw. Patientenfibroblasten enthaltenen ['2°J]-ASA angegeben.

Parallel wurde der Abbau internalisierter ['?°J]-TPP I in Kontroll- und CLN6-2 Pa-
tientenfibroblasten untersucht. Die Zellen wurden mit ['**J]-proTPP I in An- und
Abwesenheit von MG6P fiir 4 h bei 37 °C inkubiert und entweder sofort geerntet
oder nach einem Mediumwechsel fiir 5 bzw. 10 h weiterinkubiert. Die internali-
sierte ['*J]-TPP I wurde durch SDS-PAGE der Zellextrakte und Autoradiographie
sichtbar gemacht (Abb. 4.13A). Die ['**J]-TPP [-Banden wurden anschliefend aus
dem Acrylamidgel ausgeschnitten und die Radioaktivitéit quantifiziert (Abb. 4.13B).
Nach 4 h Endocytose waren in CLN6-2-Zellen (Abb. 4.13B; Bahn 3) 14 % mehr ['?°]]-
TPP I detektierbar als in Kontrollzellen (Bahn 1). Ein Uberschuss an M6P hemmt
die Aufnahme der [*?3J]-TPP I nur um 60 % (Bahn 2). Nach 4 h Endocytose wurde in
beiden Zelllinien ca. 17 % der internalisierten ['*°J]-TPP I zur reifen 46-48 kDa-Form
prozessiert (m, Bahn 1 und 3). Nach 5 h Chase verbleiben 17 % des Ausgangsmateri-
als (p + m) in den Kontrollzellen, wéhrend in den Patienten-Zellen 22 % vorhanden
sind. Davon sind 42 % in Kontroll- und 39 % in den CLNG6-defizienten Zellen als
reife Form nachweisbar (15B, m, Bahn 4/5). Nach 10-stiindiger Chaseperiode sind
noch 12 % in den Kontrollzellen und 15 % [***J]-TPP I in CLN6-2-Patienten-Zellen
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zu detektieren, wobei der Anteil reifer TPP 1 jeweils 48 % bzw. 31 % ausmacht
(Abb. 4.13B; Bahn 6 und 7).
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Abb. 4.13: Abbau von internalisierter ['*J]-TPP I in CLNG6-2-
Patientenzellen. A, CLN6-2 Patienten- und Kontroll-Fibroblasten (Ko-1) wurden mit
[125]]-proTPP 1 (450.000 cpm/ml) in An- (+) und Abwesenheit (-) von 10 mM M6P
fiir 4 h bei 37 °C inkubiert. Die Zellextrakte wurden entweder sofort (0 h Chase, Bahn
1-3) oder nach 5- (Bahnen 4 und 5) und 10-stiindigem Chase (Bahnen 6 und 7) unter
nicht-reduzierenden Bedingungen durch SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert.
Die Positionen des Protein-Standards sowie des Vorlaufers (p) und der reifen Form (m)
der TPP I sind gekennzeichnet. Aufgrund des schnellen Abbaus wurde die Expositi-
onszeit des Films fiir die der Banden 1-3 auf 60 h begrenzt, wihrend der Film zur
Darstellung der Banden 4-7 die 4-fache Zeit exponiert wurde. B, ['?°J]-TPP I wurde
entsprechend ihrer Lokalisation auf dem Film aus dem Polyacrylamidgel ausgeschnitten
und die Radioaktivitit quantifiziert. Es sind die Werte fiir den [125J]-TPP-Vorldufer (p),
die reife Form (m) und deren Summe angegeben. Die Nummern 1-7 unter der Tabelle
entsprechen den Bahnen 1-7 in der Autoradiographie in Abb. 4.13A. Das Experiment
wurde mit vergleichbarem Ergebnis wiederholt.

4.2.5 Protein- und Lipidabbau in CLNG6-defekten Zellen
4.2.5.1 Allgemeiner Proteinabbau

Nclf- und Kontroll-Fibroblasten (WT) wurden fiir 16 h bei 37 °C mit [**S|-Methionin
in An- und Abwesenheit der Proteaseinhibitoren Pepstatin A und Leupeptin meta-
bolisch markiert. Die Zellen wurden entweder direkt nach der Markierung geerntet
(t = 0) oder fiir zwei Tage einem Chase in An- und Abwesenheit der Inhibitoren
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unterzogen. Die Proteingebundene Radioaktivitdt wurde durch TCA-Prazipitation
und Szintillationsspektrometrie bestimmt (Abb. 4.14). Nach 2-tdgigem Chase sind
von 100 % in Kontrollzellen 32 % und in nclf-Zellen 36 % proteingebundene Ra-
dioaktivitat nachweisbar. In Anwesenheit der Proteaseinhibitoren steigt der Anteil
proteingebundener Radioaktivitdat in Kontrollfibroblasten um 10 Prozentpunkte auf
42 % an. In Kontrollzellen sind unter Einfluss von Proteaseinhibitoren 49 % Radio-
aktivitat nachweisbar, was einer Zunahme um 13 % entspricht. Vergleicht man den
Abbau in An- und Abwesenheit von Proteaseinhibitoren in Kontroll und ncif-Zellen
wird deutlich, dass in nclf-Zellen ohne Proteaseinhibitoren der Abbau um 4 % und
in Anwesenheit von Proteaseinhibitoren um 7 % reduziert ist.

Der Abbau von Oligosacchariden von Glycoproteinen, -Lipiden und Glycosaminos-
glycanen erfolgt im Lysosom durch spezifische Endo- und Exoglycosidasen (Tet-
tamanti, 2004). Um den allgemeinen Abbau von Glycoproteinen zu untersuchen,
wurden nclf- und Wildtyp-Fibroblasten fiir 4 h bei 37 °C mit [*H|-Mannose mar-
kiert. Mannose ist ein Baustein der Oligosaccharidketten von Glycoproteinen. Die
Zellen wurden dann entweder sofort nach dem Pulse geerntet oder fiir 2, 4, 6 Tage
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Abb. 4.14: Abbau von metabolisch markiertem Protein unter Einflufs von
Proteaseinhibitoren in nclf- und Wildtypfibroblasten. Wildtyp- (WT) und nclf-
Fibroblasten wurden in 24-Loch-Zellkulturschalen (n = 3) ausgesdt und mit [3°S]-
Methionin (10 pCi/ml) in An-(+) und Abwesenheit (-) der Poteaseinhibitoren Leu-
peptin (Leup; 100 M) und Pepstatin A (Pep; 50 uM) fiir 16 h bei 37 °C markiert.
Die Fibroblasten wurden entweder sofort oder nach 2-tédgigem Chase geerntet und die
proteingebundene Radioaktivitét bestimmt. Die Grafik zeigt proteingebundene Radio-
aktivitdt in Prozent zum Ausgangswert. Die Werte geben Mittelwerte (+/-2,4) aus zwei
Experimenten an (n = 2).
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weiterinkubiert. Die in die Proteine inkorporierte [*H|-Mannose wurde als TCA-
unlosliche Radioaktivitdt gemessen (Abb. 4.15). Nach 2 bzw. 4 Tagen Chase sind
von der Ausgangsinkorporationsrate bereits 78 % bzw. 83 % der markierten Gly-
coproteine in beiden Zelllinien abgebaut. Innerhalb von 6 Tagen sind noch 10 %
der Ausgangsradioaktivitéit prizipitierbar. Dabei ist keine Verédnderung im relativen
Abbau in nclf-Fibroblasten im Vergleich zu den Kontrollen nachweisbar. Auch die
Betrachtung der absoluten Werte ergibt keine Unterschiede im Abbauverhalten der
radioaktiv markierten Glycoproteine (Daten nicht gezeigt).

Der lysosomale Abbau von Lipiden wurde in Fibroblasten von zwei Patienten und
Kontrollen anhand des Glycosphingolipids Sphingomyelin analysiert. Sphingomyelin
wird in den Lysosomen durch eine saure Sphingomyelinase zu Ceramid und Phospha-
tidylcholin abgebaut. Ceramid kann weiter in die Bausteine Sphingosin und einen
Fettsdurerest zerlegt werden, die weiter abgebaut oder fiir die Synthese neuer Gly-
cosphingolipide in einem ,salvage Pathway* genutzt werden konnen (Shayman, 2000;
Tettamanti, 2004). Die Zellen wurden mit [*H|-markiertem humanem Sphingomye-
lin und humanen LDL-Partikeln als Endocytosehilfe inkubiert. Die Lipide wurden
danach aus den Zellen extrahiert und [*H|-Sphingomyelin und die Abbauprodukte
durch Diinnschichtchromatographie getrennt und densitometrisch ausgewertet. Das
Laufverhalten des Ausgangsmaterials [*H|-Sphingomyelin ist in Abbildung 4.16A
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Abb. 4.15: Abbau von Glycoproteinen in nclf-Fibroblasten. Wildtyp- (A) und
nelf-Fibroblasten (M) wurden in 24-Loch Zellkulturschalen ausgesit, mit [*H]-Mannose
(30 pCi/ml) fiir 4 h bei 37 °C inkubiert (¢ = 0) und fiir 2, 4 und 6 Tage einem Chase
unterzogen. Die TCA-unlosliche Radioaktivitét aus der Zellsuspension wurde bestimmt
und in Prozent vom Ausgangswert (¢t = 0) dargestellt. Die Grafik zeigt die Mittelwerte
aus zwei Experimenten, die in Doppelbestimmung durchgefithrt wurden. Die Standard-
abweichung ist angegeben, wenn sie gofler ist als das Messwertsymbol.
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gezeigt. Ein einzelner Peak war unter den gewahlten Bedingungen 30 mm vom Auf-
tragspunkt entfernt nachweisbar (S). Nach 2-stiindiger Inkubation sind ca. 35 % des
[*H]-Sphingomyelins zu [*H]-Ceramid (C, 145 mm Laufstrecke) hydrolysiert worden
(Abb. 4.16B). Durchschnittlich sind 17 % [*H]-Sphingomyelin (S*) nach der Inku-
bation noch detektierbar. Die Identitit der [*HJ-Peaks bei 40, 50 und 160 mm ist
nicht geklart. Es sind keine Unterschiede in den Abbaumustern zwischen Kontroll
und Patientenfibroblasten zu erkennen.
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Abb. 4.16: Abbau von [*H]-Sphingomyelin in CLN6-Patientenzellen. Zwei
CLNG6-1- und 2-Patientenzellen (M) und Kontrollen (A) wurde [*H]-Sphingomyelin (o)
mit LDL als Trégermaterial fiir 2h bei 37 °C zur Endocytose angeboten. Ein Aliquot des
Ausgangsmaterials wurde durch DC auf HPTLC-Platten aufgtrennt und die Verteilung
der Radioaktivitét densitometrisch ermittelt (A). Die aus den Zellen extrahierten Lipide
wurden parallel analysiert (B). Die Verteilung der [*H|-Radioaktivitit wurde aus den
beiden verwendeten CLN6-Patienten- und Kontrollzelllinien gemittelt und als Prozent
der insgesamt detektierbaren Radioaktivitédt dargestellt.
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4.3 Einfluss erhohter Inositolphosphat-Spiegel auf
die M6P-abhangige Endocytose

Der Mechanismus der erhohten Endocytoserate in CLNG6-defekten Zellen ist unbe-
kannt. Der Prozess der Endocytose ist komplex (Siehe Kap. 1.1) und benétigt das
Zusammenspiel verschiedener Komponenten, u.a. Inositolpolyphosphate, wie Inosi-
tolhexakisphosphat (Hoy et al., 2002). Da auferdem die Spiegel verschiedener Ino-
sitolphosphate im Hirn von nclf-Mausen erhoht sind (T. Braulke, Hamburg, per-
sohnliche Mitteilung), sollte der Einflufs von Inositolphosphaten auf die Endocytose
lysosomaler Enzyme in Zellen untersucht werden. Dazu wurden HEK293-Zellen sta-
bil mit der cDNA fiir die Inositolphosphat 3-Kinase (IP3-Kinase) transfiziert. Dieses
Enzym katalysiert die Bildung von Inositol(1,3,4,5)tetrakisphosphat (Ins(1,3,4,5)P4)
aus Ins(1,4,5)P3 (Majerus, 1992). Durch weitere Kinasen und Phosphatasen kénnen
dann hoher oder nach anderem Muster phosphorylierte Inositolphosphate gebildet
werden (Irvine & Shell, 2001). Es wurde dann angenommen, dass der erhohte Spiegel
an Ins(1,3,4,5)P, das Gleichgewicht zu héheren Konzentrationen an Ins(1,4,5,6)Py,
Ins(1,3,4,5,6)P5, InsPg und InsP; verschiebt. Die Expression der IP3-Kinase als Fu-
sionsprotein mit EGFP in verschiedenen Klonen (K3-K6) stabil transfizierter Zellen
wurde mit Hilfe eines EGFP-Westernblots iiberpriift. Als Kontrolle dienten EGFP-
transfizierte Zellen, in denen das 32 kDa EGFP-Protein nachweisbar war (Abb. 4.17).
In den IP3K-exprimierenden Zellklonen war dagegen eine Proteinbande bei 90 kDa
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Abb. 4.17: Expression des IP3-Kinase-EGFP-Fusionsproteins in HEK293-
Zellen. Zellextrakte von EGFP (EGFP) und IP3-Kinase (IP3K K3-K6) tiberexprimie-
renden HEK293-Zellen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und im Westernblot mit
EGFP-Antikérpern analysiert. Als Ladekontrolle diente der Nachweis von Actin. Die
Positionen des Protein-Standards sind gekennzeichnet.



4.3 Einfluss erhohter Inositolphosphat-Spiegel auf die Endocytose 61

zu sehen, die der erwarteten Grofe (32 kDa EGFP und 58 kDa IP3-Kinase) ent-
spricht. Die hochste Expression des IP3-Kinase-EGFP-Proteins war in Klon 6, die
niedrigste in Klon 3 nachweisbar. Als Kontrolle fiir die gleichméfige Beladung des
Gels diente ein Westernblot fiir Actin.

Stabil iiberexprimierende EGFP bzw. IP3-K-K6-HEK293-Zellen wurden fiir 5 h mit
['#5J]-ASA inkubiert und die internalisierten Liganden durch SDS-PAGE und Au-
toradiographie sichtbar gemacht (siehe Kap. 3.4.12). Abbildung 4.18 zeigt, dass die
[122J]-ASA-Aufnahme spezifisch ist und vollstindig durch einen Uberschuss M6P ge-
hemmt wird. IP3K-K6 akkumuliert durchschnittlich 30 % (+/-25; n = 3) mehr ['%]J]-
ASA als nicht-transfizierte Zellen. Die Analyse der intrazellularen Inositolphosphate
zeigte nur eine leichte prozentuale Erhthung von Ins(1,4,5,6)P, und Ins(1,3,4,5,6)P5
in IP3-Kinase-iiberexprimierenden HEK293-Zellen (Dr H. Lin/ Prof. Mayr, UKE,
personliche Mitteilung).
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Abb. 4.18: Endocytose von ['?°J]-Arylsulfatase A (ASA) in HEK293-IP3K-
Zellen. HEK293-Zellen, HEK293-EGFP- und HEK293-IP3K-K6-Zellen wurden in An-
(+) und Abwesenheit (-) von M6P (10 mM) mit [*2°J]-ASA (450.000 cpm/ml) fiir 5 h
bei 37 °C inkubiert. Nach dem Entfernen der an die Plasmamembran gebundenen ['2°]]-
ASA wurden die Zellextrakte unter nicht-reduzierenden Bedingungen durch SDS-PAGE
aufgtrennt und durch Autoradiographie analysiert. Die Position des Protein-Standards
ist gekennzeichnet. Die Autoradiogramme wurden densitometrisch ausgewertet und als
Prozent der [125J]-ASA in nicht- transfizierten HEK293-Zellen angegeben.
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4.4 Untersuchung der Gangliosidzusammensetzung
im Cortex von nclf-Mausen verschiedener Al-
tersstufen

Bei vielen lysosomalen Speichererkrankungen mit Neurodegeneration ist eine sekun-
dédre Akkumulation von Gangliosiden im Hirn zu beobachten (Walkley et al., 2004).
Da nicht bekannt ist, ob auch bei defektem CLN6 Ganglioside akkumulieren, wur-
de Hirnmaterial von nclf-Mausen unterschiedlicher Altersstufen analysiert. Dazu
wurde aus den Cortices von 5, 12, 19 und 25 Wochen alten nclf- und Kontroll-
méusen Lipide extrahiert und durch Hydrophobizitiatschromatographie iiber eine
C18-Saule polare von sehr polaren Lipiden getrennt. Die sehr polaren Lipide, zu
denen auch die Ganglioside zédhlen, wurden anschliekend durch Diinnschichtchroma-
tographie aufgtrennt und mittels Resorcinol-Farbung sichtbar gemacht. Mit zuneh-
mendem Alter war in den Cortices der nclf-Méuse eine schwache Akkumulation des
GM3-Gangliosid nachweisbar, die bei den 25 Wochen alten Kontrollm&usen nicht
detektierbar war (Abb. 4.19). Aukerdem war bei nclf-Mausen bereits ab der 5. Wo-
che eine GD3-Bande zu sehen, die bei den 25 Wochen alten Kontrollméusen sehr
schwach ausgeprégt war. Der Gehalt der iibrigen Ganglioside sowie GT/GQ war im
Vergleich mit der 25 Wochen alten Kontrollmaus unverandert.

4.5 Suche nach potentiellen CLN6-Interaktionspart-
nern mittels des ,,Yeast two-Hybrid*“-Systems

Die Funktion des CLNG6-Proteins ist nicht bekannt. Durch Kenntnis von Wechselwir-
kungen mit anderen Proteinen konnten Riickschliisse auf die Funktion des CLNG6-
Proteins gezogen werden. Um CLNG6-interagierende Proteine zu identifizieren, wur-
de eine cDNA-Bank aus humanem Hirn mit Hilfe des ,,Yeast Two-Hybrid“-Sytems
durchsucht. Diese cDNA-Bank wurde u.a. ausgewahlt, da Defekte im CLN6 zur Neu-
rodegeneration fithren und hirnspezifische Wechselwirkungspartner des CLN6 auch
Riickschliisse auf den Pathomechanismus der Krankheit zulassen konnten.

Das ,,Yeast Two-Hybrid”-System ermoglicht die Untersuchung von Protein-Protein-
wechselwirkungen in vivo und basiert auf der modularen Struktur des Hefe-GAL4-
Transkriptionsfaktors, der aus zwei funktionell unabhédngigen Doménen, einer DNA-
Bindungsdoméne (DNA-BD) und einer Aktivierungsdoméne (AD) aufgebaut ist. Bei
diesem System werden Fusionsproteine, die in dieser Untersuchung zum einen aus
der 3. luminalen Schleife des CLN6 und der DNA-BD sowie unbekannten Prote-
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Abb. 4.19: Altersabhingige Expression von Gangliosiden im Cortex von
nclf-Mausen. Aus jeweils 2 mg Cortex von 5-, 12-; 19- und 25-Wochen alten nclf-
Méusen sowie von einer 25-Wochen alten Kontrollmaus wurden Lipide extrahiert (Me-
thanol:Chloroform; 2:1). Durch C18-Hydrophobizitatschromatographie wurden polare
von sehr polaren Lipiden fraktioniert und letztere nach Konzentrierung durch Diinn-
schichtchromatgraphie auf HPTLC-Platten getrennt. Die Ganglioside wurden durch
Anfarbung mit Resorcinol sichtbar gemacht. Die Position der einzelnen Ganglioside
ist angegeben.

inen und der AD bestehen, in Hefezellen koexprimiert. Die 3. luminale Doméne
des CLN6 wurde eingesetzt, da nach luminalen Wechselwirkungspartnern des CLN6
gesucht werden sollte, die moglicherweise Hinweise zur Bedeutung von CLNG6 fiir
lysosomale Funktionen geben. Weiterhin darf eine bestimmte Lange der im ,,Yeast
Two-Hybrid“-System eingesetzten Fragmente nicht unterschritten werden, um falsch-
positive Interaktionen zu vermeiden und neben dem C-Terminus ist die 3. luminale
Domaéne die ldngste luminale CLN6-Doméne. Ferner sind Mutationen mit dieser Do-
méne assoziiert, die Funktionen fiir diese Doméne vermuten lassen (Wheeler et al.,
2002). Durch Interaktion des CLN6-Fragments und einem der unbekannten Proteine
wird die Aktivitdt des Gal4-Transkriptionsfaktors rekonstituiert. Die DNA-BD in-
teragiert mit einer Verstirkersequenz, der GAL4-UAS (,, GAL4-upstream activating
sequence”) und die AD aktiviert die Transkription der Gene fiir die Selektionsmar-
ker HIS3 bzw. ADE2 sowie fiir die Reportergene lacZ bzw. MEL1, die sich jeweils
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an die Promotorregion anschliefen und fiir die Enzyme (-Galactosidase bzw. a-
Galactosidase kodieren.

In der hier beschriebenen Untersuchung wurde der Hefestamm AH109 verwendet,
bei dem die endogenen Galj- und Gal80-Gene deletiert sind. Durch weitere Dele-
tionen der TRPI1-, LEU2-, HIS3- und ADFE2-Gene entsteht ein Trp-, Leu-, His-,
Adenin-auxotropher Phéanotyp der durch Selektionsmarker, die sich auf den Vekto-
ren befinden, komplementiert werden kann.

4.5.1 ,,Screen einer cDNA-Bank aus humanem Hirn mit ei-
nem luminalen CLN6-Fragment

Die 132 bp ¢cDNA, die die 3. luminale Schleife des humanen CLN6 (AS 137 bis 181)
kodiert, wurde iiber eingefiigte EcoRI- und BamH I-Restriktionsschnittstellen in den
Hefe-Expressionsvektor pGBKT7 subkloniert. Das Expressionsprodukt enthalt N-
terminal die DNA-BD.

Die cDNA-Bank wurde aus humanen adulten Hirnen sowohl mit Hilfe zusammenge-
setzter Oligonucleotide als auch von Oligo(dT)-Nucleotiden synthetisiert (Clontech).
Sie enthilt ca. 5 x 10° unabhiingige Klone mit einer durchschnittlichen Fragmentgro-
fse von 1,5 kb die gerichtet tiber eingefiigte FcoRI und Xhol-Restriktionsschnittstellen
in den Vektor pACT 2 kloniert sind. Die Expressionsprodukte des pACT 2 enthalten
N-terminal die AD des GAL4-Transkriptionsfaktors.

S. cerevisiae AH109 wurde sequentiell mit den Vektoren pGBKT7-CLN6-Loop3 und
pACT2-cDNA-Bank transformiert und auf SD-Mangelmedium ohne Histidin, Leu-
cin, Tryptophan und Adenin ausplattiert. Die 147 angewachsenen Hefeklone wurden
mittels 3-Galactosidase Filtertest analysiert und auf a-Galactosidase-Expression un-
tersucht. Aus 127 Hefeklonen, die in beiden Testverfahren positiv reagierten, wurde
die Gesamtplasmid-DNA isoliert und in chemokompetente E.coli TOP10F trans-
formiert, die anschliefend auf Ampicillin-haltigen Agarplatten kultiviert wurden.
Das Amp”"-Gen auf dem Vektor pACT2 vermittelt Ampicillin-Resistenz, wodurch
nur die Bakterien auf den Ampicilin-haltigen Agarplatten anwuchsen, die den Vek-
tor pACT2 enthielten. Die cDNA-Fragmente der verbliebenen 38 Klone wurden mit
Hilfe des Primers Gal4dADSeq for der Sequenzanalyse unterzogen. Dabei konnten auf
Grund GC-reicher oder zu kurzer Sequenzen 14 cDNA-Fragmente nicht analysiert
werden. Mit den iibrigen Sequenzen der cDNA-Fragmente, die in Abb. 4.20 darge-
stellt sind, wurden Gendatenbanken durchsucht (Tabelle 4.2). Die cDNA-Fragmente
der Klone 18 und 20 kodieren fiir Transkriptionsfaktoren. Die cDNA-Fragmente der
Klone 19 und 4 enthalten Sequenzen, die fiir mitochondriale Proteine kodieren und
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das cDNA-Fragment von Klon 15 kodiert fiir ein peroxisomales Protein. Fiir cy-
tosolisch lokalisierte Proteine kodieren die Sequenzen der Klone 2, 3, 5 und 14.
Bei den cDNA-Fragmenten der Klone 10 und 12 handelt es sich um Sequenzen
RNA-bindender Proteine, von denen Klon 10 nicht néher charakterisiert ist und das
Genprodukt von Klon 12 Ostrogen-bindende Eigenschaften aufweist (Norris et al.,
2002). Auf Grund ihrer DNA-bindenden Eigenschaften oder der intrazelluléren Lo-
kalisation, die eine Interaktion mit der dem Lumen des ER zugewandten Seite des
CLNG6 unwahrscheinlich macht, handelt es sich bei diesen cDNA-Fragmentprodukten
wahrscheinlich um falsch-positive Interaktionen.

Die Proteine, die von den cDNA-Fragmenten 1, 8, 17 und 21 kodiert werden, sind das
Fe3*-transportierende Transferrin, der lysosomale Proteaseinhibitor Cystatin C, das
Vitamin Bl2-transportierende Transcobalamin 2 bzw. eines der in den Lipidstoff-
wechsel involvierten Angiopoietin-dhnlichen Proteine. Alle diese Proteine werden
am ER synthetisiert, transloziert, glycosyliert und sezerniert. cDNA-Fragment 11
kodiert ein sezerniertes Protein mit Funktionen bei der neuronalen Entwicklung na-
mens Noelin-2 (Moreno & Bronner-Fraser, 2005) und die cDNA-Sequenz von Klon
16 kodiert fiir NOMO 2, ein Protein, das an der Ausbildung der rechts-links bzw.
anterior-posterior Symmetrie im sich entwickelnden Embryo beteiligt ist. Das cDNA-
Fragment von Klon 13 kodiert fiir eine Untereinheit eines Aminoséduretransporters,
der an der Plasmamembran lokalisiert ist und die cDNA-Fragmente von Klon 23 und
24 fiir die B-Untereinheit eines spannungsabhéngigen Natrium-Kanals. Die Klone 6,
7, 9 und 22 sind cDNA-Klone, denen bislang kein funktionelles Protein zugeordnet
ist.

Klon]1 2 3 4 5 6 7 8 91011 121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24

Abb. 4.20: cDNA-Fragmente der zur Sequenzierung eingesetzten Klone. Die
cDNA-Fragmente der Klone 1-24 wurden durch Polymerase-Ketten-Reaktion amplifi-
ziert, im Agarosegel aufgetrennt und durch UV-Licht sichtbar gemacht. Die Positionen
des DNA-Standards sind angegeben.
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Tabelle 4.2: Datenbankanalyse (- und «-Galactosidase-
positiver Act 2-Klone

Klon Ermittelte Se- | Kodierende| AS Lokalisation,/ Funkti-
quenz/ zum | Sequenz on
Durchsuchen ein- | [bp]
gesetzte cDINA-
Sequenz [bp]

1 h.s.  Transferrin, | 51-2147 697 extrazellular/ Fe3+-
mRNA/ 741-1349 Transport

2 h.s. Proteasome | 24-881 265 cytoplasmatisch/ Degra-
B-Untereinheit 4, dation
mRNA / 223-796

3 h.s. HSCARG | 382-1281 300 7/7
Protein, mRNA/
835-1366

4 h.s. Peroxiredoxin | 120-764 215 mitochondrial/  Abbau
5 mRNA/ 39-595 von Peroxiden

b} h.s. ribosomal | 1-885 295 cytoplasmatisch/
protein SA,
mRNA / 227-836

6 h.s. ¢cDNA clone | 1-1156 ? ?/7
IMAGE:4302394/
10-550

7 h.s. DNA Sequenz | ? ? ?/?
Klon RP11-73H14

8 h.s. Cystatin C, | 76-516 145 lysosomal u. extrazellu-
mRNA 3-476 l&r /Proteaseinhibitor,

9 h.s. chromoso- | 182701/7 ? 77
me 17, clone
RP13-1277B16,
142884-142424

10 h.s. RNA binding | 70-1164 365 nukledr/cytoplasmatisch)/
motif protein 4, mRNA-Bindung
mRNA / 720-1104

11 h.s. NOELIN-2, | 84679/ 7 454 sezerniert/ 7,
mRNA /73891-74364

12 h.s. RNA binding | 106-1278 391 nukleér/cytoplasmatisch /|
motif protein 9, mRNA-Bindung
mRNA / 110-562
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13 h.s. Solute Carrier | 225-2117 946 Plasmamembran/ Ami-
Family 3 Mitglied 2 nosauretransporter mit
(SLC3A2), mRNA/ Amylase-Aktivitdt und
Integrin-bindenden Ei-
genschaften
14 h.s. Cytochro- | 28-615 196 cytoplasmatisch, Teil
me b245, Q- des NADPH-Oxidase-
Untereinheit, Komplexes an  der
mRNA / 6-445 Plasmamembran/
Modulation der ROS-
Konzentration
15 h.s. Enoyl Coen- | 86-1072 329 peroxisomal / 3-
zyme A Hydratase Oxidation von  Fett-
1, (ECH1), mRNA/ séuren
86-546
16 h.s. NODAL | 73-3741 1223 | extrazellulér/ Ant-
modulator 2 (NO- agonist der  Nodal-
MO2), mRNA / Signalkaskade; Entwick-
2281-2779 lung von links-rechts
und anterior-posterior-
Symmetrie
17 h.s. angiopoietin- | 477-1952 492 extrazellular, gehort zur
like 1, mnRNA / 1496- VEGF-Familie, Modula-
1796 tion des Lipid-Spiegels
im Plasma
18 h.s. nuclear recep- | 241-7563 2241 cytoplasmatisch, nukle-
tor co-repressor 1 ar/ Transkriptionsfaktor
(NCOR1), mRNA/
5143-5647
19 h.s. enoyl Coen- | 1261 ? mitochondrial, /B-
zyme A hydratase Oxidation von Fettsdu-
mRNA/ 11-387 ren
IMAGE-Klon:
3875751
20 h.s. sterol regu- | 170-3595 1142 nukledr, cytoplasma-
latory element tisch/  Transkriptions-
binding trans- faktor
cription factor
2 (SREBF2),
mRNA/ 36-533
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21

h.s. Transcoba-
lamin 2, TCN2,
mRNA /804-1380

159-1442

428

extrazelluldr/ transpor-
tiert VitaminB12

22

h.s. BAC clone
RP11-758P17
from 7/ 223490-
73785

?/7

23

h.s. sodium chan-
nel, voltage-gated,
type I, beta,
mRNA / 604-852

1239

413

Plasmamembran/?

24

h.s. sodium chan-
nel, voltage-gated,
type I, beta,
mRNA /632-857

1239

413

Plasmamembran/?

h.s.: homo sapiens; bp: Basenpaare AS: Aminosduren; ROS: ,reactive oxygen species®



Kapitel 5

Diskussion

5.1 Biogenese von Lysosomen und lysosomale Funk-
tion bei CLN6-Defekt

Der Zusammenhang zwischen den mutierten NCL-Genen CLNI1-§ und den lyso-
somalen Speicherungen ist unklar. Die verschiedenen CLN-Genprodukte besitzen
lysosomale Enzymaktivitdt (CLN1, CLN2), sind l6sliche lysosomale Proteine un-
bekannter Funktion (CLN5), sind lysosomale Transmembranproteine (CLN3), oder
sind Membranproteine im Endoplasmatischen Retikulum (CLN6 und CLNS). Ge-
meinsam ist den Krankheiten aber offensichtlich der Pathomechanismus, der zur
Zerstorung von Neuronen und der Photorezeptorschicht im Auge fiihrt. Es ist eher
unwahrscheinlich, dass das weitgehend identische Speichermaterial, das bei den ver-
schiedenen NCL akkumuliert, neurotoxisch wirkt, weil es in jeder Zelle des Organis-
mus nachweisbar ist (Mitchison et al., 2005). Da seine Konzentration weder mit dem
Grad der Neurodegeneration noch mit klinischen Symptomen korreliert (Cooper,
2003), miissen andere Mechanismen angenommen werden, die zu lysosomalen Dys-
funktionen und Zelluntergang fiihren.

Ziel der Arbeit war es zunéchst einen moglichen Zusammenhang zwischen dem im
ER- residenten polytopen Membranprotein CLN6 und der Biogenese sowie der Funk-
tionalitit der Lysosomen zu finden. Als Untersuchungsmaterial standen Fibroblasten
der Haut von zwei CLN6-Patienten sowie primér kultivierte Fibroblasten aus nclf-
Ma&usen, einem natiirlichen Tiermodell der Krankheit, zur Verfiigung.

69
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5.1.1 Biosyntheseweg lysosomaler Hydrolasen

Ob der CLN6-Gendefekt Einfluss auf die Synthese, Prozessierung und den Transport
neusynthetisierter lysosomaler Enzyme hat, wurde mittels Pulse-Chase-Experimen-
ten und anschlieflender Immunprézipitation von Cathepsin D (CtsD) in humanen
und murinen CLNG6-defekten Fibroblasten analysiert. Die Experimente zeigen, dass
die Syntheserate, Sekretion und Prozessierung von CtsD in humanen und murinen
CLNG6-defekten Fibroblasten normal verlduft (Abb. 3 a/b). Diese Ergebnisse konn-
ten anhand eines zweiten Beispiels, der 5-Hexosaminidase, bestatigt werden. Wei-
terhin sind die spezifischen Aktivitdten der lysosomalen Enzyme (3-Hexosaminidase
und Arylsulfatase A (ASA) in CLN6-defekten humanen, murinen und ovinen Fibro-
blasten und Kontrollzellen vergleichbar (Heine et al., 2004), was ebenfalls auf eine
normale Synthese und korrekte Prozessierung dieser lysosomalen Enzyme schlieffen
lasst.

Untersuchungen an Fibroblasten von CLNb5-Patienten und an Hirnextrakten von
CLN3-Patienten habe eine erhohte CLN2/TPP I-Aktivitdt gezeigt (Vesa et al.,
2002; Cooper, 2003), die sich allerdings in Hirnen von CLNb5-defizienten M&ausen
nicht bestatigen liek (Kopra et al., 2004). Golabek et al. (2000) beschrieben nach
Uberexpression von Wildtyp-CLN3 in HEK293-Zellen einen erhéhten lysosomalen
pH, der sekundér zu Verdnderungen in der Reifung von intermedidrem (47 kDa) zu
reifem (31 kDa) Cathepsin D fiihrt. Dieser Effekt war nach Expression von mutan-
tem CLN3 nicht nachweisbar. Aufgrund der Homologie des CLN3-Proteins zu btnl
der Hefe, das an der Regulation des pH-Werts der Vakuole, einem dem Lysosom der
Sauger dquivalenten Organell der Hefe, beteiligt ist, wurde geschlussfolgert, dass
defektes CLN3/btnl den lysosomalen pH durch Protonentransportaktivitat beein-
flusst (Pearce and Sherman, 1998; Gachet et al., 2005). Auch an einem CLN3 knock-
in-Modell wurden Verdnderungen der steady-state Konzentration von CtsD-Formen
beschrieben (Fossale et al., 2004), die sich durch Abweichungen im lysosomalen pH
erkldren lassen. Obwohl auch bei CLN6-Fibroblasten erhéhte lysosomale pH-Werte
dokumentiert wurden (Holopainen et al., 2001), sind unter den hier beschriebenen
Bedingungen weder die Aktivitéit verschiedener Enzyme noch die Prozessierung von
CtsD und [-Hexosaminidase in CLN6-defekten Fibroblasten verdndert.

5.1.2 Endocytoseweg zum Lysosom

Der intrazelluldre Transport lysosomaler Enzyme erfolgt in Sdugerzellen durch zwei
Typen von Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren (MPR) mit molaren Massen von 46
kDa (MPR46) und 300 kDa (MPR300). Beide MPR binden im Golgi Mannose-6-
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Phosphat (M6P)-Reste neusynthetisierter lysosomaler Enzyme und vermitteln ihren
Transport zu spéaten endosomalen Kompartimenten. Hier dissoziieren die lysosoma-
len Enzyme auf Grund des sauren pH-Wertes von den Rezeptoren und gelangen auf
wenig untersuchte Weise in die Lysosomen. Sezernierte lysosomale Enzyme, die im
Golgi nicht an MPR gebunden haben, kénnen durch Endocytose, die ausschlieflich
durch den MPR300 vermittelt wird, zu den Lysosomen gelangen (Storch & Braulke,
2005). Um zu tiberpriifen, ob der CLN6-Defekt den Transport lysosomaler Enzyme
iiber den Endocytoseweg beeintréichtigt und damit sekundér zu Dysfunktionen des
Lysosoms beitragt, wurde die Aufnahme rekombinanter, radioaktiv markierter lyso-
somaler Enzyme Arylsulfatase A (ASA), Tripeptidyl Peptidase I (TPP I), sowie von
Proteinen aus Sekreten MPR-defizienter Mauszellen in CLN6-defekten Fibroblasten
untersucht.

5.1.2.1 Endocytose rekombinanter lysosomaler Enzyme ASA und TPP I

Nach MPR300-abhéingiger Endocytose von [?°J]-markierter Arylsulfatase A waren
erhohte Mengen dieses lysosomalen Enzyms in Fibroblasten von CLNG6-Patienten,
nelf-Mausen und OCL6-Schafen im Vergleich zu Kontrollen detektierbar (Abb. 4A,
Heine et al., 2004). Wihrend erhohte Mengen an endocytierter ['?°J]-ASA auch in
Fibroblasten von CLN2- und CLN3-Patienten zu finden waren, war die Akkumu-
lation in CLN6-Fibroblasten jedoch am héchsten (Abb. 4B). Dies lisst vermuten,
dass die Akkumulation internalisierter lysosomaler Enzyme eine generell verédnderte
Eigenschaft der NCL sein konnte, jedoch mit unterschiedlicher Ausprigung. Zur Be-
statigung der Ergebnisse wurde die Endocytose eines zweiten lysosomalen Enzyms,
der TPP I in CLNG6-defekten Zellen gemessen. Dabei erlaubt die Prozessierung der
als 68 kDa Vorldauferpolypeptid (p) angebotenen TPP I zur reifen 48 kDa Form
(m) erste Aussagen zur Lokalisation der endocytierten TPP I, da die proteolyti-
sche Aktivierung im Lysosom stattfindet (Golabek et al., 2003). Wéhrend in CLN6-
defekten Zellen die Menge der reifen Form der ['?5J]-TPP I leicht erhoht war, war
die Gesamtmenge detektierbarer ['*°J]-TPP I nach 2 und 5 h Endocytose in CLN6-
defekten Zellen und Kontrollen vergleichbar (Abb. 5). ['#3J]-ASA akkumuliert also
wesentlich starker in CLNG6-defekten Zellen als TPP I, was vermuten lésst, dass a)
der Mechanismus der MPR300-abhédngigen Aufnahme, b) die Geschwindigkeit des
Transportes und die Verweildauer in Kompartimenten im endocytotischen Weg un-
terschiedlich sind, oder c) die Stabilitdt verschiedener endocytierter Hydrolasen im
Lysosom variiert. Erschwerend fiir den direkten Vergleich der beiden [ J]-markier-
ten endocytierten Liganden ist, dass offensichtlich ein Teil der Zell-assoziierten [12°J]-
TPP I M6P-unabhiingig aufgenommen wurde, withrend die ['?°J]-ASA ausschlieflich
iiber den MPR300-vermittelten Weg in die Zelle gelangt. Fiir TPP I ist eine M6P-
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abhéngige und eine M6P-unabhéngige Aufnahme bereits in cerebelldren Neuronen
aus Ratten nachgewiesen worden (Lin & Lobel 2001). Der M6P-unabhéngige Anteil
zellassoziierter TPP 1 scheint also weder eine Frage der Expression/Aufreinigung,
noch des M6P-Gehalts der Zuckerreste zu sein. Es ist also nahe liegend zu vermu-
ten, dass TPP I-Vorlauferpolypeptide unspezifisch an die Plasmamembran binden
und nicht internalisiert werden. Kiirzlich wurde berichtet, dass TPP I die Fahigkeit
hat, an Glycosaminoglycane (GAG), wie zum Beispiel Heparin zu binden, was die
Aktivitdt und Prozessierung der TPP I beeinflusst (Golabek et al., 2005). Es ist
also moglich, dass die [*?*J]-TPP I Vorlduferformen nach der Inkubationszeit nicht
internalisierte sondern an Zelloberflichen-GAG gebundene TPP I darstellen. Dies
kénnte durch Bindungsexperimente von TPP I bei 4° C in An- und Abwesenheit
von M6P, Heparin und einer Kombination aus Heparin und M6P iiberpriift werden.

5.1.2.2 Selektivitat der Aufnahme lysosomaler Enzyme

Um zu untersuchen, ob ASA und TPP I sich zufélligerweise im Endocytoseverhalten
unterscheiden, wurde die Internalisierung der Gesamtheit von Proteinen getestet, die
aus Sekreten MPR-defizienter Zellen stammen. Auf Grund der MPR-Defizienz soll-
ten die Sekrete neben den konstitutiv sezernierten Proteinen alle neusynthetisierten
Me6P-haltigen Proteine enthalten. Die Sekrete wurden durch metabolische Markie-
rung der MPR-defizienten Zellen mit [**S]-Methionin gewonnen und ohne weitere
Aufreinigungsschritte nclf- und Kontrollzellen zur Endocytose angeboten. Sowohl in
An- als auch in Abwesenheit von M6P wurde in nclf-Zellen eine generell erhéhte
Aufnahme aller [**S|-markierter Polypeptide im Vergleich zu Kontrollen festgestellt.
In Abwesenheit von M6P wurden erwartungsgeméf mehr [**S|-markierte Proteine
internalisiert (Abb. 6). Aufserdem sind bei Kontrollen und ncif-Zellen identische Po-
lypeptidmuster der endocytierten Proteine nachweisbar, die dafiir sprechen, dass
auch nach Endocytose von M6P-haltigen Vorlauferformen lysosomaler Proteine eine
korrekte Prozessierung in nclf-Zellen vorliegt. Da also keine spezifische Anreiche-
rung distinkter Proteine nachweisbar war, ist ein selektiver Aufnahmemechanismus
fiir bestimmte lysosomale Enzyme wie ASA auszuschliefsen.

5.1.3 Selektive Anreicherung von ASA in CLNG6-defekten Zel-
len

Da alle M6P-haltigen Proteine denselben Aufnahmemechanismus nutzen, konnte die
fiir ['25J]-ASA spezifisch gesteigerte Akkumulation in CLN6-defekten Zellen auf Un-
terschiede im intrazelluldren Transport entlang des Endocytoseweges oder im Abbau
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internalisierter ['**J]-ASA zuriickzufiihren sein. Um zu untersuchen, ob sich ASA
spezifisch in pra-lysosomalen Kompartimenten anreichert, aus denen der Transport
zum Lysosom verzogert ist, wurde nach unterschiedlichen Inkubationszeiten die sub-
zelluldre Verteilung endocytierter ASA durch Dichtegradientenzentrifugation (Abb.
11) bzw. Immunfluoreszenzmikroskopie (Abb. 12) analysiert. Es wurde festgestellt,
dass endocytierte rekombinante ASA, wie die rekombinante TPP I (Abb. 13) zu
den Lysosomen transportiert wird. Damit kann geschlussfolgert werden, dass die
Akkumulation von ASA auf einen selektiv verringerten Abbau im Lysosom selbst
zuriickzufiihren ist.

5.1.3.1 Halblebenszeit rekombinanter lysosomaler Enzyme ASA und
TTP I

Die in dieser Arbeit eingesetzten rekombinanten ['?°J]-markierten Enzyme TPP I
und ASA haben nach ihrer Endocytose eine vergleichsweise kurze Halbwertszeit
(t1/2). Aus den Pulse-Chase-Experimenten wurde die t1/5 von ['**J]-TPP in Kon-
trollfibroblasten mit ca. 3 h (Abb. 15) ermittelt und ist wesentlich kiirzer als die
von ['*°J]-ASA mit einer ty2 von 11 h (Abb. 14). Die unverdnderte Menge und
das Prozessierungsmuster von TPP I, die in 2 oder 5 h endocytiert wurde (Abb.
5) bestitigt, dass in dieser Zeit ein steady state erreicht ist, in dem sich Internali-
sierung und Abbau die Waage halten. Jedoch sind die t;/, endogener lysosomaler
Enzyme wesentlich linger (ASA: < 40 Tage (Waheed et al., 1982); Cathepsin D
16 Tage (Waheed et al., 1982); a-Kette der -Hexosaminidase 7 Tage (Hickman,
1974). Offensichtlich werden lysosomale Enzyme, die {iber den Biosyntheseweg zum
Lysosom gelangen, stabilisierenden Modifikationen unterworfen, die lysosomale En-
zyme, die iber den Endocytoseweg zu den Lysosomen transportiert werden, nicht
erhalten. So kénnte z.B. endocytierte [**°J]-ASA von oktameren Strukturen im Ly-
sosom ausgeschlossen werden, die fiir endogene ASA beschrieben wurde (Vagedes et
al., 2002). Andererseits wurde die t1/5 endocytierter ASA aus [**S|-markierten Se-
kreten von humanen Fibroblasten in humane Fibroblasten mit 4-8 Tagen bestimmt
(Steckel, 1985), was ebenfalls kiirzer als die t;/, endogener ASA, aber langer als
die der endocytierten ['**J]-ASA ist. Unterschiede der t1/5 von ASA kénnten daher
auch vom Zelltyp bzw. Zelltyp-spezifschen Modifikationen (Glycosylierung, Zucker-
Sulfatierung) beeinflusst sein. Es ist bekannt, dass die t;/, von [**SOy4|-markierter
endocytierter ASA mit 26 h wesentlich kiirzer ist als die der [**S]-Methionin-mar-
kierten ASA in den gleichen Zellen (Braulke et al., 1987). Auch fiir endocytierte
rekombinante TPP I liegen unterschiedliche Beobachtungen vor. So beschrieben Lin
& Lobel (2001) eine t;/, endocytierter rekombinanter TPP I aus CHO-Zellen in hu-
mane Fibroblasten mit 12 Tagen, die durch Aktivitdtsmessungen der internalisierten
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TPP I bestimmt wurden, wéihrend die t;/, der in der vorliegenden Arbeit verwen-
deten TPP I, die auch aus Sekreten von CHO-Zellen gewonnen wurde (Golabek et
al., 2004) und in Kontroll- und nclf-Zellen durch Quantifizierung der Radioaktivitat
ermittelt wurde, bei 3 h lag.

Moglicherweise tragen aber auch strukturelle Veranderungen, die durch die lodierung
von ASA und TPP I induziert werden, zur erhohten Abbaurate bei. Bei der Markie-
rung wird [1?3Jod] iiber eine Oxidationsreaktion kovalent an Tyrosinreste gebunden
(Parker und Strominger, 1983). Jod hat einen Atomradius von 133 pm, wéhrend
Tyrosin-Wasserstoff, der durch ['?°Jod| substituiert wird, nur einen Atomradius von
32 pm hat. Dieser 4-fache Grofenunterschied im Atomradius konnte zu Konformati-
onsanderungen oder Verdnderungen der biochemischen Eigenschaften der iodierten
Proteine fithren, wodurch diese Proteine fiir Proteasen leichter zugédnglich wéren und
schneller degradiert werden konnten. Beispielsweise besteht bei ASA zwischen Tyro-
sin439 und Threonin408 eine Wasserstoftbriickenbindung, die an der Stabilisierung
von ASA-Homodimeren beteiligt ist (Vagedes et al., 2002). Eine [*?°J]-Substitution
von Wasserstoff an Tyrosin439 konnte also die Dimerisierung von ['?5J]-ASA-Mo-
nomeren behindern und sie vom nachfolgenden Einbau in endogene ASA-Oligomere
ausschlieften und zur schnelleren Degradation fiihren.

5.1.3.2 Spezifitit lysosomaler Dysfunktionen bei CLNG

Internalisierte ['?°J]-ASA wird in Lysosomen von CLNG-defizienten Zellen signifikant
langsamer abgebaut als in Kontrollzellen. Vergleichende Experimente mit ['2°J]-TPP
I waren nicht aussagekréaftig genug, da erstens die endocytierte TPP I noch schnel-
ler als ASA abgebaut wird und zweitens ein Teil der ['**J]-TPP I M6P-unabhingig
wahrscheinlich an Glycosaminoglykane an der Zelloberfliche bindet und dem ly-
sosomalen Abbau wéahrend der hier gewéhlten Versuchsbedingungen entgeht. Die
Bestimmung der Abbaurate der Gesamtheit der Proteine (Abb. 16), Glycoprotei-
ne (Abb. 17) oder endocytierter Lipide (Abb. 18) ergab auch keine signifikanten
Unterschiede zwischen Kontroll- und CLN6-defekten Zellen. Diese Befunde lassen
vermuten, dass die lysosomale Dysfunktion auf Grund eines Gendefekts von CLN6
spezifische Reaktionen betreffen, fiir deren Nachweis endocytierte ['?5J]-ASA als Re-
portermolekiil dienen kann. Spezifische Merkmale, in denen sich ASA von anderen
lysosomalen Proteinen unterscheidet, sind a) der Oligomerisierungsgrad, sie liegt im
Lysosom als Oktamer vor (Lewinsky et al., 2000), und b) die Formylglycinmodifika-
tion im aktiven Zentrum (Dierks et al., 1997), die allerdings bei allen 8 lysosomalen
Sulfatasen fiir die enzymatische Aktivitdt essentiell ist. Ob bei CLNG6 ein spezifi-
sches Enzym oder ein Co-Faktor oder eine essentielle Modifikation betroffen ist, die
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fiir den Abbau von oligomeren Strukturen oder von Sulfatasen wichtig sind, bedarf
weiterer Untersuchungen. So konnten Internalisierungsstudien mit (-Galactosidase,
die ebenfalls Oktamere bilden kann (Pshezhetsky, 1992) und im Lysosom in einem
multimeren Komplex mit Neuraminidase, N-Acetylaminogalacto-6-Sulfat-Sulfatase
und Cathepsin A vorliegt (Ostrowska et al., 2003), oder mit einer anderen Sulfatase,
Arylsulfatase B (ASB), die Tetramere bildet (Weller & Austen, 1983), Hinweise auf
spezifische Abbauwege fiir Oligomere geben. Ob der Abbau von Formylglycin-halti-
gen Proteinen spezifische Enzyme oder Transporter benotigt, ist unklar und kénnte
durch Internalisierungsversuche anderer lysosomaler Sulfatasen in CLN6-defekten
Zellen untersucht werden.

5.1.3.3 Funktion von CLNG6

Eine zentrale Frage ist weiterhin der Zusammenhang zwischen Mutationen im ER-
residenten Membranprotein CLN6 und lysosomalen Dysfunktionen, die sich am Ab-
bau endocytierter [**°J]-ASA sichtbar machen lassen (Heine et al., 2004). Erschwe-
rend ist, dass CLNG6 keinerlei Homologien zu anderen bekannten Proteinen oder
funktionelle Doménen aufweist (Wheeler et al., 2002), die Hinweise auf mogliche
Funktionen im ER geben. Denkbar wire eine Beteiligung von CLN6 an der Gene-
rierung bestimmter post-translationaler Modifikationen einzelner oder einer Gruppe
lysosomaler Hydrolasen oder von Aktivatorproteinen fiir lysosomale Hydrolasen. Ein
Prazedenzfall fiir ein ER-lokalisiertes Protein, das spezifisch lysosomale Sulfatasen
post-translational modifiziert, ist das ,formyl generating enzyme“ (FGE). Dieses
16sliche Enzym katalysiert die fiir die Aktivitit der Sulfatasen essentielle Oxidation
eines Cysteinrestes zu einem Formylglycin-Rest im aktiven Zentrum der Sulfatasen
(Dierks et al., 1997). Kann diese Modifikation auf Grund von FGE-Defizienz nicht
durchgefiihrt werden, kommt es zum Verlust der enzymatischen Aktivitiat aller Sul-
fatasen, die sich als ,Multiple Sulfatase Defizienz* (MSD), einer fatalen lysosomalen
Speichererkrankung, manifestiert (Dierks et al., 2003). Eine andere Moglichkeit wé-
re die Beteiligung von CLN6 an Modifikationen lysosomaler Membranproteine im
ER, die z.B. an der Acidifizierung des Lysosoms beteiligt sind. Holopainen et al.
(2001) beschreiben fiir CLN6-defekte Fibroblasten einen Anstieg des pH-Wertes von
4,0 auf pH 5,08. Eine pH-Verschiebung von 4 auf 5 in wvitro hat beispielsweise fiir
die lysosomale Protease Cathepsin D, die ein sehr enges pH Optimum besitzt, die
Reduktion ihrer proteolytischen Aktivitdt um ca. 50 % zur Folge (Partanen et al
2003). Ein weiteres NCL-Protein, dessen pH-Optimum in wvitro bei 3,5 liegt, ist die
TPP I (Sohar et al., 1999). Bei einem pH-Sprung von 3,5 auf 4,5 sinkt die TPP I-
Aktivitat ebenfalls um 50 %. Dies konnte auch in vivo zu einem entsprechend ver-
langsamten Abbau entsprechender Substrate von Cathepsin D oder TPP I fiihren.
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Im Gegensatz dazu fiihrt die gleiche pH-Verschiebung bei anderen lysosomalen En-
zymen, wie der lysosomalen a-Mannosidase oder der a-1,6-Mannosidase, deren pH-
Optimum nicht so eng ist, in vitro nur zu einer Reduktion der Aktivitat um 10 %
(Park et al., 2005). Daran wird deutlich, dass nicht alle lysosomalen Hydrolasen von
einem erhohten intra-lysosomalen pH-Wert gleichméfig in ihrer Aktivitdt beein-
flusst werden miissen. Schliefslich konnte die Funktion von CLN6 auch in der Veran-
kerung/Assoziation von loslichen Proteinen/Proteinkomplexen an ER-Membranen
liegen. Das oben beschriebene FGE ist z.B. ein 16sliches Enzym, dass {iber noch
unbekannte Protein-Protein-Wechselwirkungen im ER fixiert ist. In diesem Zusam-
menhang ware es hilfreich Proteine zu identifizieren, die mit CLN6 interagieren, um
Hinweise auf die Funktion zu bekommen. Mit Hilfe des ,, Yeast Two-Hybrid“-Systems
sollte deshalb versucht werden, Interaktionspartner fiir die dritte luminale Doméne
des CLN6 (Aminoséuren: 131-186) zu identifizieren. Potentielle Interaktionskandi-
daten wéren somit Proteine, die a) als Transmembran- oder 16sliche Proteine im
ER lokalisiert sind und dort Funktionen ausiiben wie z.B. Enzyme der Choleste-
rol/Lipid-Synthese, der N- oder O-Glycosylierung, FGE und permanent an CLN6
binden, oder b) transient mit CLN6 interagieren und spéter das ER verlassen, um
zu anderen subzelluldren Organellen wie Endosomen, Plasmamembran oder Lysoso-
men transportiert oder sezerniert zu werden. Allerdings kénnten auch cytosolische
Bereiche von CLNG6 funktionelle Doménen beinhalten, die beispielsweise das Ando-
cken von Vesikeln, die vom Golgi stammen, an das ER vermitteln. Da Defekte im
CLNG6 zu einer lysosomalen Speichererkrankung fiithren, sind vor allem potentielle
CLNG6-Interaktionspartner auf der luminalen ER-Seite des ER interessant. Ferner
sind Mutationen in der 3. luminalen Doméne bei Patienten beschrieben worden, die
essentielle Funktion fiir diese Doméne vermuten lassen (Wheeler et al., 2002; Sharp
et al., 2003). Schlieklich wurde die 3. luminale Doméne von CLN6 ausgewahlt, weil
im ,, Yeast Two-Hybdrid“-System eingesetzte Fragmente eine ausreichende Lange ha-
ben miissen, die ansonsten nur bei dem luminalen C-Terminus oder dem cytolischen
N-Terminus von CLNG6 gegeben ist, um falsch-positive Interaktionen zu vermeiden.

Von 24 identifizierbaren cDNA-Sequenzen erschienen 18 Kandidaten auf Grund ihrer
Lokalisation bzw. Funktion als potentielle CLN6-Wechselwirkungspartner von vorn-
herein als unwahrscheinlich. Nur eine der gefundenen ¢cDNA-Sequenzen kodiert fiir
ein Protein, dass permanent in der ER-Membran lokalisiert ist. Die iibrigen cDNA-
Sequenzen kodieren fiir Proteine, die in der Plasmamembran lokalisiert bzw. 16sliche
lysosomale Proteine sind oder sezerniert werden. Bei dem ER-lokalisierten Protein
handelt es sich um SREBF2 (,sterol regulatory element binding protein“), das ein
Transkriptionsfaktor ist (Hua et al., 1993), der in die Membran des ER mit zwei
Transmembrandoménen integriert ist, verbunden durch eine luminale hydrophile
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Doméne von 31 Aminoséduren. Die N- und C-terminalen Segmente von SREBF2
sind dem Cytosol zugerichtet (Brown & Goldstein, 1997). Bevor die N-terminale
SREBF2-Domaéne die Transkription aktivieren kann, und den Stoffwechsel von Cho-
lesterol und von freien Fettsduren reguliert, sind proteolytische Spaltungen u.a. in
der ER-luminalen Doméne notwendig (Wang et al., 1996).

Eine zweite Gruppe potentieller CLN6-Wechselwirkungspartner sind die am ER
synthetisierten, 16slichen Proteine Transferrin, Transcobalamin 2, Cystatin C und
Noelin-2 sowie die 3-Untereinheit eines spannungsabhéngigen Natriumkanals. Diese
Proteine werden glycosyliert und z.T. sezerniert. Transferrin und Transcobalamin
sind am Fe3*- bzw. am Vitamin B12-Transport beteiligt. Stérungen im Eisen- oder
Vitamin B12-Haushalt sind bisher bei CLNG6-Patienten jedoch nicht beschrieben.
Cystatin C ist ein sezernierter Cysteinproteinaseinhibitor, der aus einem nicht gly-
cosylierten Polypeptid besteht und als Monomer in allen Korperfliissigkeiten, aber
vor allem in der Cerebrospinalfliissigkeit vorkommt (Mussap & Plebani, 2004). Von
dem sezernierten Protein Noelin-2 wird angenommen, dass es eine Rolle bei der neu-
ronalen Entwicklung spielt und im Embryo in der Neuralleiste exprimiert wird (Mo-
reno & Bronner-Fraser, 2002; Moreno & Bronner-Fraser, 2005). Die $-Untereinheit
des spannungsabhingigen Natriumkanals, Senlb, ist wichtig bei der Entstehung und
Weiterleitung von Signalen in elektrisch erregbaren Geweben wie dem ZNS und in
Muskeln (George, 2005). Interessanterweise ist die S-Untereinheit dieses spannungs-
abhéngigen Natriumkanals bei vier Wochen alten nclf-Mausen herabreguliert (Dr.
C. Heine, personliche Mitteilung).

Einige der ermittelten cDNA-Sequenzen kodieren fiir Proteine, die mit einzelnen
klinischen CLN6-Symptomen wie Neurodegeneration oder Epilepsie assoziierbar er-
scheinen. In nachfolgenden Experimenten miissen die einzelnen potentiellen Inter-
aktionspartner durch Co-Transformation im , Yeast Two-Hybid“-System noch ein
zweites mal bestatigt werden. Anschliefsend sollten die potentiellen Interaktionskan-
didaten mittels weiterer Methoden, wie gezielter , Yeast Two-Hybid“-Analyse von
Full-Length-cDNA-Klonen mit der 3. luminalen Doméne des CLNG6-Proteins und
einer anderen CLN6-Doméne als Kontrolle sowie durch Immunprézipitation oder
Pull-down-Untersuchungen verifiziert werden.

5.2 Molekularer Mechanismus der veranderten En-
docytose CLN6-defekter Zellen

Eine verringerte Degradation internalisierter rekombinanter lysosomaler Enzyme auf
Grund lysosomaler Dysfunktionen ist fiir die temporére, beobachtete Akkumulati-
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on von ASA in CLNG6-defekten Zellen verantwortlich zu machen. Daneben war eine
erhohte Endocytoserate der ASA in CLNG6-Fibroblasten gegeniiber Kontrollen nach-
weisbar, die auf a) eine erhéhte Anzahl von MPR300 an der Zelloberfliche oder b)
eine erhdhte Internalisierungskinetik von MPR300 zuriickzufiihren sein konnte.

5.2.1 Umverteilung von MPR300 an die Plasmamembran in
CLNG6-defekten Zellen

Untersuchungen zur Bestimmung der MPR300-Konzentration an der Plasmamem-
bran mit Hilfe von Biotinylierung/Préazipitation, Bindungsverfahren mit M6P-hal-
tigen Liganden oder MPR300-Antikorpern ergab, dass die Zahl der MPR300 an der
Zelloberflache in CLN6-defizienten Zellen bei vergleichbarer Gesamtexpression der
MPR300 im Vergleich zu Kontrollen erhéht war (Abb. 8/9). Die Internalisierungs-
kinetik dieser Rezeptoren war unveréndert in CLN6-defekten Zellen (Abb. 10). Dies
bedeutet, dass sich mehr MPR300 im Recycling-Pool zwischen Endosomen und der
Zelloberflache befinden, die mit unverdnderter Kinetik zwischen den Kompartimen-
ten transportiert werden. Die relativ erhhte Bindung von ['#J]-ASA bei 4° C an
der Zelloberfliche von CLN6-defekten Zellen gegeniiber der ['?°J]-2C2-Antikérper-
Bindung ldsst vermuten, dass auch die Zahl der MPR46 an der Zelloberflache er-
hoht ist. MPR46 kénnen zwar M6P-haltige Liganden an der Zelloberfliche binden,
sind aber nicht an der Internalisierung beteiligt (Stein et al., 1987). Eine kurzzei-
tige Umverteilung von MPR300 aus intrazellularen Kompartimenten an die Plas-
mamembran, ohne Verdnderung der Internalisierungskinetik kann in Fibroblasten
und Ratten-Adipocyten durch die Insulin-d&hnlichen Wachstumsfaktoren I und II
(IGF I und IGF II), IGF oder Insulin induziert werden (Braulke et al., 1990; Oka
et al., 1984). Kontroll- und CLN6-defekte Fibroblasten wurden aber unter gleichen
Zellkulturbedingungen kultiviert und die Internalisierung der Liganden unter Serum-
freien Bedingungen durchgefiihrt. Daher ist es unwahrscheinlich, dass die permanen-
te Umverteilung von MPR300 an die Zelloberflichen von CLNG6-defekten Zellen auf
Wachstumsfaktorunterschiede zuriickzufithren ist. Dennoch sollte die Syntheserate
und die Sekretionsrate von in Fibroblasten produzierten IGF (Cohick & Clemmons,
1993) untersucht werden, da auch bekannt ist, dass die Bindung von IGF II an den
MPR300 die Bindung und Internalisierung des lysosomalen Enzyms 3-Galactosidase
hemmen kann (Kiess et al., 1990).

Fiir die Anwesenheit von MPR300, aber auch von MPR46, an der Zelloberflache ist
der Phosphorylierungsgrad der cytosolischen Doméne entscheidend. Der MPR300
besitzt zwei Phosphorylierungsstellen fiir die Caseinkinase II (CK II) (Serin82 und
Serin157) und mehrere noch nicht identifizierte PKC-phosphorylierbare Serin-Res-
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te (Rosorius et al., 1993a). Der MPR46 ist am Serin-Rest 56 der cytoplasmatischen
Doméne durch CK II phosphorylierbar (Hemer et al., 1993). Diese Phosphorylierung
ist essentiell fiir den Transport zur Zelloberfliche (Breuer et al., 1997). Aufserdem ist
die Inkubation von Fibroblasten in Gegenwart von Aktivatoren der PKC mit einer
Hyperphosphorylierung des MPR300 und einer Umverteilung an die Zelloberfliche
verbunden (Braulke et al., 1990, Hu et al., 1990). Mit der PKC-induzierten Umver-
teilung kann auch eine erhéhte Liganden-Bindungsaffinitat der MPR300 verbunden
sein (Braulke et al., 1990), die bislang in CLN6-defekten Fibroblasten noch nicht
untersucht wurde. Aufserdem kann der ,transforming growth factor 5 (TGF-f)-
Rezeptor V nach Bindung von TGF-G MPR300 phosphorylieren und die Aufnahme
M6P-haltiger Liganden erhéhen (Liu et al., 1999). Umgekehrt fiithrt eine Inhibierung
der Protein Phosphatase 2A, die MPR300 in vitro dephosphoryliert, in vivo zu ei-
ner Depletion der MPR300 an der Plasmamembran (Braulke & Mieskes, 1992). Es
bleibt zu untersuchen, ob in CLNG6-defekten Zellen die Aktivitdt von PKC, CK II
bzw. Protein Phosphatase 2A verdndert ist.

5.2.2 Einfluss von Inositolphosphaten auf die Endocytose

Es liegen Ergebnisse vor, dass nclf-Méause im Hirn erhohte Spiegel an Inositolphos-
phaten, insbesondere Ins(1,2,3,4,5,6)Phosphat (IPg), aufweisen (personliche Mit-
teilung, T. Braulke, Hamburg). IPg verstirkt die Dynamin-abhéngige Endocytose
durch Aktivierung von PKC (Hoy et al., 2002), die auch fiir eine Umverteilung von
MPR300 an die Plasmamembran in CLN6-defekten Zellen verantwortlich sein konn-
te (Braulke et al., 1990; Hu et al., 1990; Liu et al., 1999). Um zu untersuchen, ob auch
erhohte Inositolphosphatspiegel in CLNG6-defekten Zellen fiir die gesteigerte Endo-
cytose von [*?°J]-ASA bzw. die Umverteilung der MPR300 verantwortlich/beteiligt
sind, wurde zunéchst eine Analyse der IP-Spiegel in Kontroll- und nclf-Zellen durch-
gefiihrt, die jedoch auf Grund zu niedriger Gesamtkonzentrationen an Inositolphos-
phaten in den murinen Fibroblasten nicht auswertbar waren.

In einem anderen experimentellen Ansatz wurde versucht, die zelluldre IPg-Konzen-
tration durch stabile Uberexpression der humanen IP;-Kinase in HEK293-Zellen zu
erhohen, um anschliefend diese Zellen fiir ['**J]-ASA Endocytose-Experimente zu
verwenden. Das Substrat der IP3-Kinase ist Ins(1,4,5)P3, das durch Phospholipase
C an der Plasmamembran aus PI(4,5)P, gebildet wird (Menniti et al., 1990). Nach
Phosphorylierung von Ins(1,4,5)P3 durch die IP3-Kinase entsteht Ins(1,3,4,5)Py,
welches durch weitere Phosphorylierung durch die Inositolphosphat Multikinase
(IPMK), die auch 5-Kinase genannt wird, in Ins(1,3,4,5,6)P5 umgewandelt wird
(Irvine & Shell 2001, Chang & Majerus, 2006). Diesen Experimenten lag der Ge-
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danke zu Grunde, dass eine Erhéhung der Fraktion von InsP, fliefsend zu einer
Erhchung von InsPs-Spezies und IPg fithrt. Die lediglich leicht erhéhten Spiegel an
Ins(1,4,5,6)P4 und Ins(1,3,4,5,6)P5 in IP3-Kinase-iiberexprimierenden Zellen reich-
ten aber offensichtlich nicht aus, die IPg-Konzentration zu erhéhen bzw. die Endo-
cytose von ['?°J]-ASA zu steigern (Abb. 20) oder CLN6-dhnliche Verhiltnisse nach-
zustellen. Es wurde berichtet, dass die Erhohung der zellularen IPg-Konzentration
durch Uberexpression der 5/6-Kinase erreicht werden kann. Die 5/6-Kinase phos-
phoryliert Ins(1,3,4)P3 zu Ins(1,3,4,6)P,, das anschliefend durch eine 5-Kinase und
eine 2-Kinase zu IPg phosphoryliert werden kann (Verbsky et al., 2005). Laufende
Untersuchungen zur Uberexpression der 5/6-Kinase sollen kliren, ob erhohte IPg-
Spiegel eine Umverteilung der MPR300 bei der Rezeptor-abhéngigen Endocytose
vermitteln kann.

5.3 Akkumulation von Gangliosiden im Cortex von
nclf-Mausen

Gendefekte im lysosomalen Abbau von Gangliosiden verursachen zwei gut beschrie-
bene aber seltene lysosomale Speichererkrankungen, die GM1- und GM2-Gangliosi-
dose. Da Ganglioside am héaufigsten im ZNS vorkommen, ist es nicht iiberraschend,
dass Defekte im Abbau von Gangliosiden verheerende Auswirkungen auf das Hirn
haben. Neben den Gangliosidosen gibt es weitere lysosomale Speichererkrankungen,
wie Niemann-Pick Typ A-D, Morbus Gaucher oder Mucopolysaccharidosen, bei de-
nen die Akkumulation von Gangliosiden sekundér erfolgt (Walkley, 2004). Keines
dieser Ganglioside kann unter nicht-pathologischen Bedingungen in ausdifferenzier-
ten Neuronen nachgewiesen werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmals sys-
tematisch die Gangliosidmuster in Cortices von nclf-Méausen verschiedener Alters-
stufen untersucht. Bereits ab einem Alter von 5 Wochen war eine Akkumulation von
GM2 und GM3 in nclf-Méausen nachweisbar. Wahrend der relative Anteil von GM2
bis zur dltesten getesteten Altersstufe (25. Woche) gleich blieb, nahm er fiir GM3 ab
der 19. Lebenswoche zu. Bei den Kontrollméusen war in einem Alter von 25 Wochen
weder GM2 noch GM3 detektierbar (Abb. 21). Bis vor kurzem war die Bedeutung
von Gangliosid-Ablagerungen bei lysosomalen Speichererkrankungen, bei denen die-
ses Phdnomen auftrat noch relativ unklar. GM2 wird unter nicht-pathologischen Be-
dingungen wahrend der Hirnentwicklung erhoht in pyramidalen Neuronen exprimiert
und spielt eine Rolle bei der Bildung von Dentritenbédumen dieser Zellen (Walkley et
al., 2000). Die Akkumulation von GM2 bei den Gangliosidosen und Glycosphingoli-
pidosen fiihrt zur Entstehung ektopischer Neuriten, sogenannten Meganeuriten, die
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aus Axonhiigeln von Pyramidalzellen des Cortex hervorgehen (Walkley et al., 1995).
Auch bei Patienten mit juveniler und adulter NCL wurden Meganeuriten nachgewie-
sen (Braak & Braak 1987, Paula-Barbosa et al, 1982), die jedoch keine ektopischen
Dendriten aufwiesen. Weiterhin wurde eine erhohte Expression von GM2 auch bei
juveniler NCL in Glia-Zellen und nicht-pyramidalen Neuronen detektiert (Walkley,
1995). Ob auch bei CLNG6 die erhdhte Konzentration von GM2 regional zur Ausbil-
dung von Meganeuriten fiihrt, muss untersucht werden. Bei Niemann-Pick Typ C
wurde eine konsistente spezifische Akkumulation von GM3 in Cholesterol-speichern-
den Neuronen beschrieben (Gondre-Lewis et al., 2003). Daher sollte auch auf zellu-
larer Ebene mit Hilfe von in situ-Immunfluoreszenzanalysen und Immunhistochemie
untersucht werden, ob in GM3-positiven Neuronen von nclf-Méusen eine Choleste-
rol-Akkumulation nachweisbar ist. Es wird angenommen, dass GM2 und GM3 in
Neuronen die Zellerkennung und Synaptogenese beeinflussen (Walkley et al., 1991),
die Apoptose fordern (Huang et al., 1997) und abnormes Neuritenwachstum indu-
zieren (Walkley et al., 1988). Bei Mucopolysaccharidose Typ I gilt die Akkumulation
von GM2 und GM3 als Marker fiir die Progression des neurodegenerativen Prozesses,
der durch Adeno-assoziierte Virus 2 (AVV2)- vermittelte intrakraniale Gentherapie
fiir die defekte a-Iduronidase bei der Maus riickgéingig gemacht werden kann (Des-
maris et al., 2004). Fiir die Akkumulation von GM1-Gangliosid bei der GM1-/-
Galactosidase-Defizienz konnte erstmals der Pathomechanismus aufgekldrt werden,
der zur Neurodegeneration fithrt (Tessitore et al., 2004). Neben der Akkumulation
im Lysosom steigt die Konzentration von GM1 stark im ER der (-Galactosidase-
defizienter Zellen an und fiihrt zur Aktivierung eines Apoptoseprogramms durch
Freisetzung der intraluminalen Calcium-Vorriate aus dem ER. Die Griinde fiir den
Untergang von Neuronen und Photorezeptorzellen, fiir inflammatorische Prozesse
und/oder Apoptose sind bei NCL allgemein unklar. Allerdings wurde die Akkumu-
lation von palmitoyliertem GAP-43 im ER von CLNI1-defizienten Neuronen fiir die
Auslésung des ,,unfolded protein response” (UPR) verantwortlich gemacht (Zhang
et al., 2006). Die Ablagerung der Ganglioside GM2 und GM3 im Hirn der nclf-
Mause konnte an der Neurodegeneration beteiligt sein. In einem Maus-Modell fiir
die Sandhoff “sche Krankheit, bei der GM2 akkumuliert, ist die Aufnahme von Ca?*
in ER-haltige Microsomen stark erniedrigt (Pelled et al., 2003). Dieser Effekt kann
aufgehoben werden, wenn die Méuse mit einem spezifischen Inhibitor der Glycoli-
pidsynthese (N-Butylmethoxynojiriycin) behandelt werden, der zur Reduktion der
GM2-Ablagerung fiihrt. Fiir die Funktion zahlreicher Ca**-bindender Proteine im
ER, die an der Faltung neusynthetisierter Proteine beteiligt sind, wie BiP und Pro-
teindisulfidisomerase ist die Aufrechterhaltung einer hohen Ca?"-Konzentration im
Lumen des ER durch Ca*"-Pumpen in der ER-Membran essentiell (Macer & Koch,
1988). Eine Storung der Ca?"-Konzentration kénnte zur Anhiaufung falsch-gefalteter
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Proteine und somit zur Aktivierung des UPR und Einleitung eines ER-induzierten
Apoptoseprogramms fiihren. Dies spricht fiir einen Einfluss von GM2 auf die Ca?*-
Homeostase, die wiederum zu einer erhohten Sensitivitdt der Neuronen gegeniiber
Stress und schlieflich zum Zelltod fithren kénnte. Auch wenn nclf-Méuse im Ver-
gleich zu den Sandhoff-Mausen GM2 nicht stark akkumulieren, wére fiir CLN6 ein
solcher Mechanismus denkbar. Die Bestimmung der cytosolischen Ca?"-Spiegel und
der des ER in primér-kultivierten nclf-Neuronen oder &hnliche in vitro Experimente
mit Microsomen kénnten dariiber Aufschluss geben.



Kapitel 6
Zusammenfassung

Die Neuronalen Ceroid Lipofuszinosen (NCL) sind eine der am weitesten verbrei-
teten neurodegenerativen Erkrankungen im Kindesalter. NCLs, die sich genetisch
und klinisch in mindestens 8 Formen (CLN1-CLNS) einteilen lassen, werden den
lysosomalen Speichererkrankungen zugeordnet. Der den NCLs zugrunde liegende
Pathomechanismus der Neurodegeneration ist weitgehend unklar. CLN6 kodiert fiir
ein ER-residentes polytopes Transmembranprotein unbekannter Funktion, das ubi-
quitdr exprimiert wird. Defekte im CLN6-Gen, die die spatinfantile variante Form
der NCL verursachen, fiihren spezifisch zum Untergang neuronaler Zellen.

In der vorliegenden Arbeit wurde anhand von CLN6-Patientenfibroblasten und pri-
mér kultivierten Fibroblasten der nclf-Maus, einem natiirlich vorkommenden Tier-
modell fiir CLN6, mittels verschiedener biochemischer und zellbiologischer Methoden
untersucht, welchen Einfluss der CLN6-Defekt auf den Biosyntheseweg und endo-
cytotischen Weg zum Lysosom hat und es wurde gezeigt, dass in CLNG6-defekten
Fibroblasten

e die Synthese, proteolytische Prozessierung und der Transport neusynthetisier-
ter lysosomaler Enzyme, wie Cathepsin D, normal verlduft;

e nach Mannose-6-Phosphat (M6P)-abhiingiger Endocytose eines ['?°J]-markier-
ten lysosomalen Enzyms, der Arylsulfatase A (ASA), die Menge des interna-
lisierten Enzyms 2,5-fach erhoht war, wiahrend die Aufnahme der lysosoma-
len ['2°J]-Tripeptidyl Peptidase I (TPP I) nur 1,2-fach und die von ['**]J]-
Transferrin nicht gesteigert war;

e die erhhte Akkumulation von ['?°J]-ASA nicht auf eine Anreicherung in pré-
lysosomalen Kompartimenten zuriickzufiihren ist;
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weder der allgemeine Proteinabbau noch die Degradation von Glycoproteinen
und aufgenommenen Lipiden (Sphingomyelin) verdndert ist und internalisierte
ASA als Marker fiir spezifische lysosomale Dysfunktionen eingesetzt werden
kann;

neben lysosomalen Dysfunktionen die intrazellulare Akkumulation von endo-
cytierter [**°J]-ASA auf eine gesteigerte Endocytose zuriickzufiihren ist, die
auf einer erhohten Zahl von 300 kDa Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren an der
Zelloberflache beruht;

die Beteiligung erhéhter Ins(1,4,5,6)P4- und Ins(1,3,4,5,6)P5-Spiegel an der
Umverteilung von Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren als unwahrscheinlich an-
gesehen werden kann.

In Cortices von nclf-Méusen verschiedener Altersstufen (4-25 Wochen) sind
erhohte Konzentrationen der Ganglioside GM2 und GM3 nachweisbar, die
nicht in 25 Wochen-alten Kontrollmausen detektierbar waren. Damit schei-
nen auch in nclf-Mausen dhnliche, jedoch nicht so ausgepriagte, Mechanismen
der Neurodegeneration abzulaufen wie bei anderen Tiermodellen lysosomaler
Speichererkrankungen.

Mit Hilfe des ,,Yeast Two Hybrid“-Systems, bei dem die dritte luminale Schleife
des CLNG6-Proteins als Koder eingesetzt wurde, konnten erstmalig potentielle
Interaktionspartner des CLN6-Proteins identifiziert werden, die die Analyse
der Funktion des CLNG6-Proteins stimulieren konnten.
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Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

aa Aminoséduren

A. bidest doppelt destilliertes Wasser

AD Aktivierungsdoméne

ASA Arylsulfatase A

bp Basenpaar

BSA Rinder-Serumalbumin

cDNA copy-DNA (zur mRNA komplementére DNA)

c.p.m. ,counts per minute” (Impulse pro Minute)

Ctsd/CTSD Murines/humanes Cathepsin D

DNA-BD DNA-Bindungsdoméne

DMSO Dimethylsulfoxid

) Durchmesser

ECL enhanced chemiluminescence

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ER Endoplasmatisches Reticulum

FKS fotales Kéalberserum

GAL1-UAS »,GALIl-upstream activating sequence®

h Stunde

HEK 293 ,human embryonal kidney* 293

HEPES N-[Hydroxyethyl|-piperazin-N‘-|2-
ethansulfonséure|

HRP horseradish peroxidase

kb kilo Basen
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kDa
k.o.
LB
min
M6P
MPR
mRNA
NaAc
NCL
OD
PAGE
PBS
PCR
rpm
RT
SD
Stabw
SDS
TAE
TE
TBS
TGN
Tris
TX-100
UPR
WB
WT
ZNS

kilo Dalton

Knock out

liquid broth

Minute

Mannose-6-Phosphat
Mannose-6-Phosphat-Rezeptor
messenger RNA

Natriumacetat

Neuronale Ceroid Lipofuszinose
optische Dichte
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
,Phosphate-buffered saline”
Polymerase-Kettenreaktion
revolutions per minute
Raumtemperatur

Synthetische Dextrose
Standardabweichung
Natriumdodecylsulfat
Tris-Acetat-EDTA

Tris-EDTA

,, Iris buffered saline”
trans-Golgi-Netzwerk
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Triton X-100

,unfolded protein response®
Westernblot

Wildtyp

Zentrales Nerven System

Bei einigen Begriffen wurden die englischen Fachtermini verwendet, da in der deutsch-

sprachigen Fachliteratur eine Ubersetzung uniiblich ist.

7.2 Oligonucleotide (Primer)

Fiir Klonierung und Sequenzierung und Genotypisierung benutzte Oligonucleotide
wurden von der Firma MWG-Biotech AG, Ebersberg synthetisiert.
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a) Primer zur Genotypisierung der Cathepsin D-knock-out Méause

CtsD for 5-AGA CTA ACA GGC CTG TTC CC -3~
CtsD rev 5°-TCA GCT GTA GTT GCT CAC ATG-3~
neo for 5-ATG ATT GAA CAA GAT GGA TTG CAC-3~
neo rev 5°-TTC GTC CAG ATC ATC CTG ATC GAC-3~°

b) Primer zur Sublonierung von CLN6aa137-181 in pGBKT7 und Sequenzie-
rung:

137 for 5°-GGA ATT CCT GCT CTT CAG TGG CTA C -3~
137-181pgamm1 Tev 57-CGG GAT CCC GTC ACC ACA TGC ACT GAC CCA G-3~

¢) Primer zur Sequenzierung der CLN6-Interaktionskandidaten

Gal4ADSeq for 5-AAT ACC ACT ACA ATG GAT-3
ADlInsert for 5-GTG AAC TTG CGG GGT TTT TCA GTA TCT ACG AT-3
ADlInsert rev 5°-GGA ATT CCG ATG GAG GCG ACG CGG AGG CGG -3

7.3 PCR-Programme

a) Subklonierung von von CLN6aa137-181 in pGBKTT:

CLN6-Y2H
Deckeltemperatur: 105°C
1) 95°C 2 min

2) 95°C 30 sec

3) 55°C 30 sec

4) 68 °C 30 sec

5) Goto2 36x

6) 68 °C 10 min
7) 4°C wfor ever*
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b) Amplifikation der cDNA der CLN6-Interaktionskandidaten:

Deckeltemperatur: 105°C

pAct2

1) 95°C
2) 95 °C
3) 62 °C
4) 72°C
5) Go to 2
6) 72°C
7) 4°C

2 min

30 sec

30 sec

30 sec

36 x

10 min
,.for ever*

¢) Sequenzierung der CLN6-Interaktionskandidaten:

Deckeltemperatur: 105°C

GC-Sequenz
1) 96 °C
2) 956 °C
3) 50 °C
4) 60 °C
5) Go to 2
6) 4°C

5 min

50 sec

50 sec

50 sec

25 x

,for ever*

7.4 FErmittelte cDNA-Klone aus der humanen Hirn-
bibliothek

Tabelle 7.1: Datenbankanalyse (- und a-Galactosidase
positiver pAct 2-Klone II

Klon | Ermittelte cDNA-Sequenz

1 Homo sapiens transferrin (TF), mRNA
gi[21536430[refNM _001063.2|[21536430]
2 Homo sapiens proteasome  (prosome,  macro-

pain)  subunit, beta type, 4 (PSMB4), mRNA
£i[22538466ref]NM _002796.2|[22538466]

3 Homo sapiens HSCARG protein (HSCARG), mRNA
gi|24476001 |ref|NM _ 020677.2|[24476001]
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Homo sapiens peroxiredoxin 5 (PRDX5), nuclear gene en-
coding mitochondrial protein, transcript variant 1, mRNA
gi|32455258|ref|NM _012094.3|[32455258]

Homo sapiens ribosomal protein SA, transcript variant 1,
mRNA (cDNA clone IMAGE:3141130)
gi|33869419|gh|BC018867.2|[33869419]

Homo sapiens cDNA clone IMAGE:4302394, partial cds
gi|39795397|gb|BC063382.1|[39795397]

Human DNA sequence from clone RP11-73H14 on chro-
mosome 10 Contains the CSPG6 gene for chondroitin sulfate
proteoglycan 6 (bamacan)(BAM, HCAP, SMC3, SMC3L1), a
ribosomal protein L7 (RPL7) pseudogene, the 5 end of a novel

gene and three CpG islands, complete sequence
gi|17381329|emb|AL359260.20|[17381329]

Homo sapiens cystatin C (amyloid angiopathy and cerebral
hemorrhage) (CST3), mRNA
gi|19882253|ref|NM _000099.2|[19882253]

Homo sapiens chromosome 17, clone RP13-1277B16,
complete sequence
gi|24414461|gb|AC129919.9|[24414461]

10

Homo sapiens RNA binding motif protein 4, mRNA (cD-
NA clone MGC:8418 IMAGE:2820928), complete cds
£i33991040|gb[BC000307.2[33991040]

11

TPA: Homo sapiens NOELIN2 V1 (OLFM2) gene, com-
plete cds
gi|46575885|tpg| BK001428.1|[46575885|

12

Homo sapiens RNA binding motif protein 9 mRNA,
complete cds
gi|19584571|gb|AY072786.1|[19584571]

13

Homo sapiens solute carrier family 3 (activators of dibasic
and neutral amino acid transport), member 2 (SLC3A2), tran-
script variant 3, mRNA

gi|65506890|ref|NM  002394.4|[65506890]
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14

Homo sapiens cytochrome b-245, alpha polypeptide,
mRNA (cDNA clone MGC:2279 IMAGE:3502788), complete
cds

gi|13623676|gb|BC006465.1|[13623676]

15

Homo sapiens enoyl Coenzyme A hydratase 1, peroxiso-
mal (ECH1), mRNA
gi|70995210|ref|NM 001398.2([70995210]

16

Homo sapiens NODAL modulator 2 (NOMO?2), transcript
variant 2, mRNA
gi[51944972[refNM _173614.2|[51944972]

17

Homo sapiens angiopoietin-like 1, mRNA (¢cDNA clone
IMAGE:5754129) gi|28839485|gb|BC047670.1|[28839485|

18

Homo sapiens nuclear receptor co-repressor 1 (NCOR1),
mRNA
gi|22538460|ref| NM _ 006311.2|[22538460]

19

Homo sapiens enoyl Coenzyme A hydratase, short chain,
1, mitochondrial, mRNA (¢cDNA clone IMAGE:3875751)
gi|15301568|gb|BC013264.1|[15301568|

20

Homo sapiens sterol regulatory element binding trans-
cription factor 2 (SREBF2), mRNA
gi|27477112|ref|NM _ 004599.2|[27477112]

21

Homo sapiens TCN2 full length open reading frame
(ORF) ¢cDNA clone (¢cDNA clone C220RF:pGEM.TCN2.V2)
gi|47678712|emb|CR456591.1|[47678712]

22

Homo sapiens BAC clone RP11-758P17 from 7, complete
sequence
gi|16306521|gb|AC092849.4|[16306521]

23

Homo sapiens sodium channel, voltage-gated, type I,
beta, mRNA (cDNA clone IMAGE:4585335), partial cds
gi|40225908|gb|BC021266.2|[40225908|

24

Homo sapiens sodium channel, voltage-gated, type I,
beta, mRNA (cDNA clone IMAGE:4585335), partial cds
gi|40225908|gb|BC021266.2|[40225908|

7.5 Chemikalien und Reagenzien
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Acrylamid 30 % / Bisacrylamid

0,8 %
Adenin

Agar
Agarose fiir DNA-

Gelelektrophorese
Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Ampicillin

L-Arginin
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyla-
Galactopyranisid (X-aGal)
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-(3-
Galactopyranisid (X-4Gal)
Bromphenolblau

Coomassie R, Serva Blue
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiotreitol (DTT)
Essigsaure

Ethanol
Ethylendiamintetraessigséure-
Dinatriumsalz (EDTA)
ECL-Reagenz (Super Signal)
Ethidiumbromid

Formaldehyd

Glycerol

Glycin

Hefe-Extrakt

L-Histidin
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N -2-
ethansulfonsidure (HEPES)
L-Isoleucin

Kanamycin

L-Leucin

Lithiumacetat (LiAc)

L-Lysin

L-Methionin
Magnesiumchlorid (MgCls)
Mannose-6-Phosphat Barium-Salz
Mannose-6-Phosphat Dinatrium-
Salz

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
GIBCO/BRL, Eggenstein

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
MP-Biomedicals, Eschwege

MP-Biomedicals, Eschwege

BioRad, Miinchen
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Pierce, Rockford, IL, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
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Methanol

Natriumacetat (NaAc)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)
Para-Formaldehyd

Penicillin /Streptomycin-Losung
Pepton

L-Phenylalanin
Phenylmethylsulfonylfluorid

(PMSF)
Protein A Agarose

Saccharose

Silbernitrat (AgNOs3)
D-Sorbitol

N,N,N“ N "-
Tetramethylethylendiamin

MED)
L-Treonin

Triton X-100

Tween 20

L-Tyrosin

L-Valin

UltraLink@®) Immobilized Strepta-

vidin Plus
Uracil

(TE-

7.6 Gerate

ABI-Sequenator 337

Analysenwaagen Typ AC 100
Analysenwaagen Typ BP 2100S
Brutschrank Innova 4230

Thermocycler T-Personal
LighCycler
Dounce-Homogenisator
Drehrad fiir Eppendorfgefifie

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
BioRad, Miinchen

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Pierce, Rockford, IL, USA

Sigma-Aldrich, Steinheim

Cetus, Norwalk,

Perkin Elmer,

USA
Mettler Waagen Giessen

Sartorius, Gottingen
New Brunswick Scientific, Niirtin-

gen
Biometra, Miinchen

Roche, Mannheim
Wheaton, Millville, USA
Eigenbau, Werkstatt der
Universitiat Gottingen
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Drygalski-Spatel
Einfriebehélter, »,Nagene[2122]

Cryo 1°C Freezing Container*
Eismaschine AF 10

Elektrophoresekammern fiir Aga-

rosegele
Elektrophoresekammern fiir

Polyacrylamidgele
Filmentwicklungsmaschine

Modell Gevamatic 60
Gammastrahlenzdhler, 1470 Wi-

zard|2122]
Gefrierschrank —-80 °C

Geltrockner, Modell Gel Air Dryer
Heizblock  Modell

5320
Inkubationsschiittler Modell G25

LightCycler Instrument
Magnetriihrer Tka-Combimag Ret

Thermostat

Mikroskope:
konfokales Laserscanning Mikro-
skop

Modell TSC SL
Phasenkontrastmikroskop,

Modell ID 03

Fluoreszenzmikroskop,  Axiovert
100

Fraktionssammler, AUTO DENSI-
FLOW

Zusatzausstattung fiir das Axio-
vert 100:

DP 50-Kamera
Software: Analysis Soft Imaging

System
Fluoreszenzfilter fiir das Axiovert

100:
Fluorochrom:

FITC, Cy2
Texas-Rot, Cy3
Mikrowellenherd

Schiitt Labortechnik, Gottingen
Nalgene, Rochester, NY, USA

Scotsman
BioRad, Miinchen

Hoefer Scientific Instruments, USA

Agfa-Gevaert, Leverkusen

Wallac, Finnland

New Brunswick, Edison
BioRad Herkules, USA
Eppendorf, Hamburg

New Brunswick Sc., Edison
Roche Diagnostics, Mannheim
Janke & Kunkel, Staufen

Leica, Bensheim

Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen

Labconco, OR, USA

Olympus, Hamburg

Anregungsfilter: Farbteiler: Emissi-

onsfilter:
BP 450-490 FT 510 LP 515-565

BP 546 FT 580 LP 590
Bosch
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Multipette, Combitips
Blot-System, Transphor Typ SE

600
Netzgerdt Standard Power Pack

P25
Netzgerat EPS 1001

PH-Meter Knick 647

Photometer, Model RS 232 C
Sterilbank HS 12

Sterilfilter Minisart NML
Stickstoff-Einfriertank Typ Arpe-

ge Hd
Tissue Tearer

UV-Handlampe (312 nm und 254
nm)

Ultraschall-Desintegrator Sonifier
W-450

Vakuum Konzentrator

Model Speed Vac SPD 111V
Vortex-Genie

Wasserbad Typ HOR 7225

Zentrifugen:

Minifuge RF
Eppendorf Kiihlzentrifuge, Modell

5417
Eppendorf Tischzentrifuge 5415 D

Sorvall RC 5C PLUS

Ultrazentrifuge Sorvall Discovery

M120
Ultrazentrifuge Sorvall Du Pont

OTD SOB
Rotoren fiir die Minifuge:

F-45-30-11
F-45-24-11
Rotoren fur die

Sorvall-Zentrifugen:

SS-34
SLA-3000

Eppendorf, Hamburg
Hoefer Scientific Instruments, USA

Biometra, Gottingen

Amersham Pharmacia Biotech,

Freiburg
Schiitt, Gottingen

Eppendorf Hamburg
Heraeus Osterode
Sartorius AG, Gottingen
Air Liquide, Frankreich

Dremel, USA
Bachofer, Reutlingen

Branson Ultrasonic SA, Carouge-

Geneve, USA
Vacuubrand, Wertheim

Bender & Hobein AG, Ziirich

Kottermann, Haningsen

Heraeus Sepatech, Hanau
Eppendorf Hamburg

Eppendorf Hamburg

Kendro Laboratory  Products,
Newtown, Conneticut USA
Kendro Laboratory  Products,

Newtown, Conneticut USA
Du Pont de Nemours, Bad Hom-

burg

Heraeus, Osterode
Heraeus, Osterode

Eppendorf Hamburg
Eppendorf Hamburg
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Rotoren fiir die Ultrazentrifugen:

S 100 AT4, S55S, SW55

Kendro Laboratory  Products,
Newtown, Conneticut USA

7.7 Verbrauchsmaterialien

Einfrierrohrchen

Nunc, Wiesbaden

Gewebekulturflaschen 25 und 75 Greiner, Niirtingen

cm?

Gewebekulturschalen, () 36, 60 und  Greiner, Niirtingen

100 mm
Immersionsol 518 C

Linsenpapier MN 10 B

Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen

Nitrocellulose Blotting Membrane BioRad, Miinchen

0,2 pm

Objekttriager und Deckgléaser

Rontgenfilme, XAR-5
Whatman GB002-Papier

Whatman GBO003-Papier,
dick

Zentrifugenbecher:

SS-34 Polypropylen

JA-10 Polypropylen

Menzel Glaser
Kodak, Stuttgart
Schleicher & Schiill, Das-

se
extra Schleicher & Schiill, Das-

sel

Nalgene, Miinchen
Nalgene, Miinchen
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