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1 EINLEITUNG

1.1 Synthese und Transport lysosomaler Proteine

Lysosomen sind 0,25 — 0,5 um grofRe, membranumschlossene Zellorganellen, die
mit zahlreichen sauren Hydrolasen angefillt sind und dem Abbau zelleigener und
zellfremder Makromolekiile, wie z.B. Proteine, komplexe
Kohlenhydratverbindungen, Lipide und Nukleinsauren, dienen. Diese
Verbindungen werden entweder Uber Endozytose aus dem Extrazellularraum,
Uber den Biosyntheseweg oder durch Verschmelzung mit Autophagosomen zum
Lysosom transportiert und dort in ihre Bausteine zerlegt und wiederverwertet.
Innerhalb der Lysosomen herrscht ein saures Milieu, das durch ATP-getriebene
Protonenpumpen aufrechterhalten wird und dem pH-Optimum der lysosomalen
Enzyme entspricht. Die Funktion der lysosomalen Membranen besteht folglich in
der Aufrechterhaltung des pH-Gradienten, dem selektiven Transport von
Abbauprodukten ins  Zytosol und dem  Schutz der Iluminalen
Membranproteindoménen vor Degradation. Neben der Biogenese neuer
Lysosomen wahrend der Zellteilung ist eine kontinuierliche Substitution
lysosomaler Enzyme und Membranproteine zur Aufrechterhaltung der Integritat
bereits bestehender Lysosomen erforderlich (Braulke et al., 1996; Kornfeld &
Mellman, 1989).

Die Transportwege und Sortierungsmechanismen loslicher lysosomaler Proteine
sind am besten untersucht. Ldsliche lysosomale Proteine werden am
endoplasmatischen Retikulum (ER) mit einer N-terminalen Signalsequenz
sythetisiert, die zur Steuerung der Translokation durch die ER-Membran
erforderlich ist. Nach Abspaltung der Signalsequenz durch eine Signalpeptidase,
werden  Dolicholphosphat-aktivierte  Oligosaccharide  kotranslational  auf
spezifische Asparaginreste der Sequenz Asn-X-Thr/Ser (X steht fir eine beliebige
Aminosaure) Ubertragen. Nach Prozessierung der Oligosaccharidketten werden
die lysosomalen Proteine in Transportvesikel abgeschnirt, die mit dem cis-
Kompartiment des Golgi-Apparates verschmelzen. Im Golgi erfolgt eine weitere

Prozessierung der Oligosaccharidketten vom ,high mannose type* zum komplexen
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Typ (Kornfeld & Mellman, 1989; von Figura & Hasilik, 1986). Ein entscheidender
Schritt bei der Prozessierung von Zuckerketten l6slicher lysosomaler Enzyme ist
die Bildung von Phosphomannosyl-Resten an Oligosaccharidketten vom ,high
mannose type“ (Kornfeld & Mellman 1989).

Die Phosphomannosyl-Reste ermoglichen die Segregation der neusynthetisierten
lysosomalen Enzyme von der sekretorische Route durch Bindung an Mannose-6-
Phosphat-Rezeptoren (MPR) im trans-Golgi-Netzwerk (tGN). Die Ligand-
Rezeptorkomplexe werden in Clathrin-beschichtete Vesikel verpackt, die nach
Verlust der Clathrinhille mit dem endosomalen Kompartiment fusionieren, wo es
aufgrund des sauren pH zur Dissoziation der Ligand-Rezeptor-Komplexe kommit.
Die MPR rezirkulieren zum tGN und stehen flr neue Transportrunden zur
Verfiigung (Le Borgne & Hoflack, 1998b), und die M6P-haltigen Enzyme gelangen
auf noch unbekannte Weise in die Lysosomen. Ein variabler Teil, ca. 5-20 %, der
neusynthetisierten lysosomalen Enzyme binden nicht im tGN an MPRs und
werden sezerniert. Diese inaktiven Enzymvorstufen konnen dber MPRs an der
Plasmamembran der gleichen oder benachbarter Zellen gebunden, internalisiert
und Gber den Endozytoseweg den Lysosomen zugefihrt werden.

Es sind zwei MPR identifiziert worden, die sich in ihrer molaren Masse von
300 kbDa wund 46 kDa (MPR300 bzw. MPR46), ihren Liganden,
Oligomerisierungsgrad und Signalstrukturen voneinander unterscheiden. MPR300
und MPR46 sind Typ I-Transmembranproteine, wobei die luminalen Domanen die
Ligand-Bindungsstelle und die zytoplasmatischen Doménen Signalstrukturen
enthalten (Conibear & Pearse, 1994; Dintzis & Pfeffer, 1990; Dintzis et al., 1994),
die fur den korrekten intrazellularen Transport der MPR notwendig sind. Als
Signalstrukturen wurden bisher Dileucin-Motive fur die Sortierung zu den
Lysosomen (Johnson & Kornfeld, 1992a; Johnson & Kornfeld, 1992b), saure
Cluster (Doray et al., 2002), diaromatische Aminosauresequenzen (Phel8 und
Trp19 im MPRA46) fur das Recycling zum tGN (Schweizer et al., 1997), basische
Aminosauresequenzen (Rohrer et al., 1995) Tyrosin-haltige Motive flr
Internalisierung und das Recycling (Canfield et al., 1991; Schulze-Garg et al.,
1993), Phosphorylierungen (Breuer et al., 1997; Le Borgne et al., 1993) und
Palmitoylierungen (Schweizer et al., 1996) identifiziert, die wiederum flr
Interaktionen mit zytosolischen Proteinen der Adaptorfamilie (AP-1 bis -4) (Storch

& Braulke, 2001), ,,Golgi-localized, g ear containing, ARF-binding proteins” (GGAS)
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(Robinson & Bonifacino, 2001), TIP35, TIP35M, TIP91M (Rosorius et al., 1993),
TIP47 (Diaz & Pfeffer, 1998, Carroll et al., 2001) und PACS-1 (Wan et al., 1998)
wichtig sind.

In einigen Zelltypen und Geweben existiert ein Mannose-6-Phosphat-
unabhangiger Transportweg zu den Lysosomen (Glickman & Kornfeld, 1993), was
durch Untersuchungen an MPR-defizienten M&usen bestétigt wurde (Dittmer et
al., 1999).

Die Mechanismen und Signale, die lysosomale Membranproteine zu ihrem
Bestimmungsort bringen, sind weniger gut charakterisiert. Die Untersuchungen
werden hauptsachlich an 5 Proteinen durchgefuhrt, die den Hauptanteil der
lysosomalen Membranproteine ausmachen: die Ilysosomalen assoziierten
Membranproteine 1 und 2 (Lampl und 2), die lysosomalen integralen
Membranproteine 1 und 2 (Limpl und 2) und die lysosomale saure Phosphatase
(LAP). Ein gemeinsames Charakteristikum ist der hohe Glykosylierungsgrad.
Lampl und 2 sind Typ 1l-Transmembranproteine mit einer molaren Masse von
etwa 90-120 kDa, die sich stark in ihrer Aminosauresequenz und Struktur ahneln
und 16-18 N-gebundene und 6-10 O-gebundene Kohlenhydratketten in der
luminalen Domane besitzen, die sie mdglicherweise vor der intralysosomalen
Degradation schutzen (Granger et al, 1990). In der zytoplasmatischen Doméne
enthalten Lampl und 2 ein Tyrosin-haltiges Sortierungssignal, das fur den
lysosomalen Transport notwendig ist (Guanieri et al., 1993; Honing & Hunziker,
1995). Es konnte gezeigt werden, dafd Lampl und 2 nicht wie I6sliche lysosomale
Proteine Uber Bindung an MPR in Clathrin-beschichteten Vesikel, sondern in
unterschiedlich  zusammengesetzten Vesikeln und Uber eine andere
Transportroute in die Lysosomen gelangen (Karlsson & Carlsson, 1998). Limpl
und 2 sind dagegen Typ 3-Transmembranproteine mit einer molaren Masse von
35-55 kDa bzw. 60-85 kDa, die 4 bzw. 2 Transmembrandoméanen enthalten. Der
Transport von Lampl, 2 und Limp2 vom tGN zu den Lysosomen ist abhangig von
AP-3 (Dell'Angelica et al., 1998; Le Borgne et al., 1998a). Limp2 enthalt ein
Dileucin-Signal, das den Transport zu den Lysosomen vermittelt (Dell'Angelica et
al.,, 1999; Honing et al., 1998; Le Borgne et al., 1998a). Die LAP ist als
Vorlauferprotein ein Typ 1-Transmembranprotein, dessen luminale Doméne
jedoch nach Transport zu den Endosomen/Lysosomen abgespalten wird. Bei der

entstandenen reifen Form der LAP handelt es sich dann um ein l6sliches
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lysosomales Protein. Auch das LAP-Vorlauferprotein enthélt ein Tyrosin-Motiv,
das die korrekte Sortierung der LAP gewahrleistet. Es wird angenommen, daf3
LAP zunadchst zur Plasmamembran und von dort Uber AP-2-abhéngige

Endozytose in die Lysosomen gelangt (Braun et al., 1989).

1.2 Lysosomale Speichererkrankungen

Der Abbau von Makromolekilen erfolgt sequentiell durch das Zusammenspiel
verschiedenster lysosomaler Hydrolasen, die spezifische Aminosduresequenzen,
Zuckerreste (z.B. Mannose oder Fucose) in bestimmten Konformationen (z.B.
a- oder b-glykosidisch) oder posttranslationale Modifikationen (z.B. Sulfat-,
Phosphatgruppen) spalten. Der genetisch bedingte Ausfall nur eines Enzyms flhrt
dann zur Speicherung von nicht oder nur teilweise abgebautem Material, da auch
alle weiteren Abbaureaktionen nicht mehr stattfinden kénnen. Diese Erkrankungen
werden dann unter der Bezeichnung Ilysosomale Speichererkrankungen
zusammengefal3t (Gieselmann, 1995).

Die Gruppe der lysosomalen Speichererkrankungen umfal3t mehr als 50
Krankheiten, die zur Zeit nach dem betroffenem Abbauweg und Art der sich
anhaufenden Substanzen in Mucopolysaccharidosen, Glykogenosen, Lipidosen
und Neuronale Ceroid Lipofuszinosen (NCL) unterteilt werden. Speicher-
erkrankungen, die den Nukleinsdureabbau betreffen, sind noch nicht beschrieben
worden.

Lysosomale Speichererkrankungen koénnen theoretisch durch eine Vielzahl
genetischer Defekte entstehen, die a) die mRNA-Prozessierung, b) die
katalytische Aktivitdt des Enzyms, c) die Synthese bzw. den frihzeitigen Abbau
des Enzyms im ER, d) die fehlende Ausbildung von Mannose-6-Phosphatresten,
e) die Aktivatorproteine, f) Defekte im MPR, g) eine ungeniigende Azidifizierung im
endosomalen Kompartiment und h) Defekte in Proteinen der vesikularen
Transportmaschinerie betreffen.

Kirzlich wurde die erste Krankheit, Danon Disease, beschrieben, die sich auf
Mutationen (Nishino et al., 2000) bzw. Abwesenheit (Tanaka et al., 2000) des
lysosomalen Membranproteins Lamp2 zurtckfihren lat. Es kommt zu einer
Akkumulation von autophagozytotischen Vakuolen und Speicherung von

Glykogen. Die Patienten versterben oft in der zweiten bis dritten Lebensdekade.
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Fur einige lysosomale Speichererkrankungen konnten Therapiemdoglichkeiten
entwickelt werden. Fur Patienten mit Morbus Gaucher, dem ein Defekt in der
b-Glucosidase zugrunde liegt (Beutler, 1997) und fur Patienten mit Morbus Fabry
(Defizienz der a-Galactosidase A) stehen Enzymersatztherapien zur Verfligung
(Schiffmann et al.,, 2001). Weiterhin werden bei Beteilung des ZNS
Knochenmarktransplantationen als Therapie diskutiert, die sich in einigen Fallen
wie z.B. bei der ,Krabbe disease” (Defekt in der b-Galactocerebrosidase) schon
als erfolgreich erwiesen haben, obwohl in vivo- und in vitro-Studien keinen
lysosomalen Enzymtransfer von Makrophagen bzw. Mikroglia auf Hirnzellen
nachweisen konnten (Muschol et al., 2002; Tsai et al., 1992). Gentherapeutische
Ansatze, v.a. fur lysosomale Speicherkrankheiten, die auch das ZNS betreffen,

befinden sich noch in der experimentellen Entwicklungsphase.

1.3 Neuronale Ceroid Lipofuszinosen

Die Gruppe der Neuronalen Ceroid Lipofuszinosen (NCL), auch als ,Batten
disease” bezeichnet, stellen die haufigsten neurodegenerativen Erkrankungen im
Kindesalter dar. Die Gesamthaufigkeit dieser autosomal rezessiv vererbten
Erkrankungen liegt bei 1:12.500 Geburten. Der erste klinische Fall der NCL wurde
von Stengel schon 1826 beschrieben (Stengel, 1826). Die Bezeichnung Neuronale
Ceroid Lipofuszinose wurde aufgrund des vorwiegend in den Neuronen
auftretenden Speichermaterials eingefuihrt. Dabei handelt es sich um
histochemisch  anfarbbares, autofluoreszierendes Speichermaterial, das
Ahnlichkeiten zur Ultrastruktur der Lipopigmente Ceroid und Lipofuszin hat
(Zeman & Dyken, 1969). Klinisch zeigen die Patienten eine fortschreitende
Neurodegeneration, die zur Gehirnatrophie, Erblindung, Demenz, Krampfanféllen,
motorischen Stérungen und schliel3lich zum vorzeitigen Tod flhrt.

Es wurden verschiedene Formen der NCL entdeckt, die aufgrund des
Erkrankungsbeginns, der klinischen Symptome und der Ultrastruktur des
Speichermaterials  (Fingerprint-Form,  curvilinear,  granulare  osmiophile
Ablagerungen = GRODS) urspringlich in 4 Haupt- und 6 Untergruppen eingeteilt
wurden (Dyken, 1989). Spater wurden noch 3 weitere Untergruppen hinzugefugt
(Tab. 1).



Einleitung

Tabelle 1: Einteilung der verschiedenen NCL-Formen; verandert nach Boldrini et al., 2001.

NCL-Form Dynamik | Erkrankungs-|Symptome/ Speicher-
beginn Befall material
Hauptgruppen
Batten- chronisch | juvenil Sehvermdgen, | Fingerprint,
Spielmeyer-Vogt Verhalten, curvilinear
Demenz
Bielschowsky- akut spat infantil Krampfe, curvilinear,
Jansky Sehvermdgen, | Fingerprint
Psychomotorik
Kufs subakut, |adult Krampfe, granular,
chronisch Demenz, Fingerprint
Motorik
Harberg- akut infantil Psychomotorik, |granular
Santavuori-Haltia Sehvermdgen,
Untergruppen
Norman-Wood statisch | kongenital Krampfe curvilinear
Zeman-Dyken akut adult Krampfe, Fingerprint,
Sehvermdgen, | curvilinear
Psychomotorik
Bielschowsky- subakut- | Kindheit Sehvermdgen, | Fingerprint,
Variante akut Psychomotorik | curvilinear
Edathodu-Dyken | chronisch | Kindheit Autismus Fingerprint
Infantil mit chronisch | infantil Autismus granular,
Autismus Fingerprint
Juvenil mit Ataxie |chronisch |juvenil Ataxie, Fingerprint
Spasmen
Lake-Canavagh - frah juvenil Sehvermdgen, ?
Psychomotorik
Finnische Variante - spat infantil Sehvermdgen, | curvilinear,
Psychomotorik | Fingerprint
Indische Variante - spat infantil Sehvermdgen, ?

Psychomotorik

10
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Genetische und biochemische Studien haben zu einer neuen Einteilung der NCL-
Formen aufgrund des betroffenen Genlokus gefiihrt (Tab. 2), die mit CLN1 bis
CLN8 bezeichnet werden (Gardiner, 2000; Mole & Gardiner, 1999).

Biochemische Analysen haben ergeben, daf3 die Hauptproteinkomponente des
Speichermaterials bei nahezu allen NCL-Formen aus der c-Untereinheit der
mitochondrialen ATP-Synthase (sub c), ein Kkleines, hochkonserviertes,
hydrophobes Protein von 7,5 kDa, besteht (Hall et al., 1991; Palmer et al., 1989).

Tabelle 2: Molekulargenetische Einteilung der NCL-Formen nach Genloki; verandert nach Boldrini et
al., 2001.

NCL-Form Gen- | Genlokus | Genprodukt

name
Infantile NCL (Harberg- CLN1 |1p32 Palmitoyl Protein
Santavuori-Haltia) Thioesterase 1 (PPT1)
Spat infantile NCL CLN2 |11p15 Tripeptidylpeptidase 1
(Bielschowsky) (TPP1)
Juvenile NCL (Batten) CLN3 |16pl2 Transmembranprotein
Adulte NCL (Kufs) CLN4 |unbekannt|unbekannt

Spat infantile NCL (Finnische CLN5 |[13g31-32 | Transmembranprotein

Variante)

Spat infantile NCL (Indische und | CLN6 |15q23 Transmembranprotein

Tschechische Variante)

Spat infantile NCL (Turkische CLN7 |unbekannt|unbekannt

Variante)

Northern Epilepsy CLN8 |8p23 Transmembranprotein

Die Speicherung der sub c ist die Folge des verminderten Abbaus und ist weder
auf eine gesteigerte Synthese des Proteins (Ezaki et al., 1995; Kominami et al.,
1992), noch auf eine verédnderte Struktur der sub c in Patientenzellen
zurtckzufuhren (Ezaki et al., 1996). Es wird angenommen, dal3 die mitochondriale
sub ¢ durch Autophagozytose in die Lysosomen gelangt, wo sie nicht abgebaut
werden kann (Faust et al., 1994). Morphologische Studien an mnd-M&usen, ein

Modell fur CLNS8, zeigten, dall? das Speichermaterial der Neuronen in
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Autophagosomen gelangt (Pardo et al., 1994). Nur bei CLN1 kommt es im
Gegensatz zu allen anderen NCL-Formen zur Akkumulation der Sphingolipid
Aktivator Proteine A und D (Saposin A und D), bei denen es sich ebenfalls um
kleine hydrophobe Glykoproteine handelt (First & Sandhoff, 1992; Tyynela et al.,
1993).

Im folgenden werden die NCL-Formen CLN1-5, CLN7 und 8 in Kirze und CLN6
im Detail besprochen.

Bei der CLN1-Form der NCL mit infantilem Erkrankungsbeginn ist die I6sliche
lysosomale Palmitoyl Protein Thioesterase 1 (PPT1) mutiert, dessen Funktion in
der Hydrolyse von Fettsauren (C14-C1g) an Cysteinresten posttranslational
modifizierter Proteine z.B. von palmitoylierten Ha-Ras und neurospezifischen
Peptiden besteht (Cho et al., 2000). PPT1 enthalt M6P-Reste und wird Uber den
MPR-abhangigen Weg in die Lysosomen transportiert (Camp et al., 1994; Hellsten
et al., 1996; Verkruyse & Hofmann, 1996). CLN1 stellt den schwersten Typ der
NCL dar, bei dem das Speichermaterial als GRODS erscheint. Die ersten
Symptome zeigen sich bei den Patienten im Alter von etwa 5 Monaten in einer
geringen Kopfwachstumsrate. Nur etwa 30 % aller Kinder lernen, allein zu laufen.
Bei CLN2 liegen Defekte in dem I6slichen lysosomalen Enzym
Tripeptidylpeptidase 1 (TPP1) vor (Vines & Warburton, 1999). Der Erkrankungs-
beginn liegt bei den Patienten zwischen 2 und 5 Jahren. TPP1 spaltet Tripeptide
vom N-Terminus zu degradierender Proteine im Lysosom ab (Vines & Warburton,
1998). Sub c wurde als in vitro-Substrat der TPP1 beschrieben (Ezaki et al., 2000;
Ezaki et al., 1999; Lin et al., 2001). TPP1 ist eine Serin-Protease, die als
Vorlauferprotein von 67 kDa sythetisiert wird und bei saurem pH autokatalytisch zu
einem 46 kDa Protein prozessiert und damit aktiviert wird (Lin et al., 2001).
CLN3-Patienten weisen Mutationen in einem 43 kDa hydrophoben Protein mit
5 bis 11 moéglichen Transmembrandomanen auf, das auch als Battenin bezeichnet
wird (Janes et al., 1996) und dessen Funktion bislang noch ungeklart ist. Als erste
Symptome treten bei CLN3-Patienten im Alter von 4-10 Jahren visuelle Probleme
auf. Battenin wurde in Neuronen in synaptischen Vesikeln und Synaptosomen
nachgewiesen, woraus eine Rolle bei der Neurotransmission abgeleitet wurde
(Haskell et al., 2000; Jarvela et al., 1999). Eine Vielzahl von Immunfluoreszenz-
Untersuchungen wurden durchgefihrt, die, in Ermangelung guter Antikorper,

Battenin in den verschiedensten Zellorganellen detektieren. Die lUberzeugendsten
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Daten sprechen jedoch fir eine lysosomale Lokalisation (Haskell et al., 2000;
Jarvela et al., 1998). Es konnte weiterhin gezeigt werden, daR die Uberexpression
von CLN3 in nicht differenzierten neuronalen NT2-Vorlauferzellen zu einer
Steigerung der Proliferationsrate dieser Zellen und zu einer Verringerung der
durch Chemikalien (z.B. Etoposine, Vincristine und Staurosporine) induzierten
Apoptose fuhrt (Persaud-Sawin et al., 2002; Puranam et al., 1999). Battenin weist
Homologien zum Hefeprotein BTN1 auf, das zu 39 % identisch und zu 59 %
ahnliche Aminosaurereste besitzt (Pearce & Sherman, 1997). Bei BTN1 handelt
es sich um eine vakuolare H-ATPase, so daR ahnliche Funktionen auch von
Battenin angenommen wurden (Pearce et al., 1999).

Bei der adulten NCL-Form liegen Defekte im CLN4-Gen vor. Bislang konnte
jedoch das betroffene Gen nicht identifiziert werden.

Mutationen im CLN5 stellen die sogenannte Finnische Variante der NCL dar. Die
ersten Beeintrdchtigungen des Sehvermogens treten im Alter von 3-6 Jahren auf.
CLN5 kodiert ein Protein mit zwei putativen, die lysosomale Membran
durchspannenden Domanen (Savukoski et al., 1998). Nach transienter
Transfektion von COS-1-Zellen mit der CLN5 cDNA wird ein 60 kDa Glykoprotein
synthetisiert. Die zellfreie Translation der CLN5 cDNA fiuhrt zur Synthese von vier
verschiedenen Polypeptiden, die auf die Benutzung verschiedener Methioninreste
als Translationsstartsignal zurtickgefihrt werden. Weiterhin konnte durch
Koimmunprézipitation gezeigt werden, dal3 CLN5p mit CLN2p und
CLN3p/Battenin interagiert, nicht aber mit CLN1p (Isosomppi et al., 2002; Vesa et
al., 2002).

Einer Turkischen Variante der NCL liegt ein Defekt im CLN7-Gen zugrunde.
Bislang konnte jedoch weder der Genlokus noch das betroffene Protein
identifiziert werden. Da das CLN7-Gen auf einem chromosomalen Bereich
eingegrenzt wurde, in dem auch das CLN8-Gen liegt, wurde diskutiert, ob es sich
bei CLN7 und CLN8 um identische Gene handelt. Die CLN7-Patienten zeigen
einen schwereren Phanotyp mit einem friheren Erkrankungsbeginn (Mitchell et
al., 2001) und weisen Speichermaterial in der Form von curvilinearen Korpern und
Fingerprint-Mustern auf.

Die CLN8-Form der NCL wird auch als ,Northern Epilepsy” bezeichnet oder als
Epilepsie mit progressiver mentaler Retardierung (EPMR). Die Patienten zeigen

die ersten Symptome wie Krampfanfalle und fortschreitende mentale Retardierung
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im Alter von 5-10 Jahren und weisen Speichermaterial auf, das sub c in der Form
von curvilinearen und granularen Einschliissen enthélt (Herva et al, 2000). Das
CLN8-Gen wurde 1999 identifiziert (Ranta et al, 1999) und kodiert ein
Transmembranprotein von 33 kDa unbekannter Funktion, das im ER und partiell
im ER-Golgi-Intermediarkompartiment (ERGIC) lokalisiert ist (Lonka et al., 2000).
Ein natidrlich entstandenes Mausmodell, die sog. Motorneuron-Degeneration-
(mnd)-Maus (Bronson et al., 1993; Messer & Flaherty, 1986; Ranta et al., 1999),
zeigt eine homozygote 1bp-Insertion im CLN8-Homolog, die zu einem Frameshift
mit vorzeitigem Stopcodon und somit zur Verkirzung des CLN8-Proteins fihrt.
Der Mausphéanotyp unterscheidet sich jedoch betrachtlich von dem der Patienten,
was moglicherweise durch die Unterschiede der auftretenden Mutationen erklart

werden kann.

1.3.1 Spat infantile Variante der Neuronalen Ceroid

Lipofuszinose: CLNG6

Bei der spat infantilen Variante der NCL treten Defekte im CLN6 auf. CLNG6-
Patienten zeigen Speicherung der sub c in einer curvilinearen und Fingerprint-
Form. Der Erkrankungsbeginn, charakterisiert durch progressiven Sehverlust bis
zur Erblindung, liegt zwischen 5 und 7 Jahren. Der Tod tritt in der zweiten
Lebensdekade ein (Pena et al., 2001). CLN6 ist auf Chromosom 15023 lokalisiert.
Klrzlich wurde das als FLJ20561 benannte Gen als CLNG6 identifiziert (Gao et al.
2002; Wheeler et al., 2002). CLN6 verteilt sich mit 7 Exonen uber eine
genomische Region von ca. 22 kb mit einem offenen Leserahmen von 936 bp.
CLNG6 kodiert ein integrales Membranprotein von 311 Aminosauren mit 6 bis 7
Transmembrandomanen. Das CLNG6-Protein (CLN6p) zeigt keinerlei Homologien
zu bislang bekannten Proteinen. Die Aminosauresequenz ist stark konserviert. Die
humane und murine Aminosauresequenz sind zu 90 % identisch mit der gréf3ten
Varianz in den N-terminalen 38 Aminosduren. CLN6 wird ubiquitar exprimiert;
Transkripte von 2,4 kb und 3,7 kb wurden in allen Geweben detektiert. Zusatzlich
wurden in Skelettmuskelgewebe noch zwei weitere Transkripte von 1,1 kb und
5,9 kb nachgewiesen (Gao et al., 2002; Wheeler et al., 2002).

In insgesamt 15 betroffenen Familien aus Griechenland, Costa Rica, Pakistan,

Indien und Portugal konnten unerwartet viele Mutationen gefunden werden
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(Tab. 3), zu denen Missense-, Nonsense-Mutationen, Deletionen und Insertionen

gehoren.

Aminosauresequenz des CLNG6p. Beispielsweise wurde bei einem portugiesischen
Patienten (J.M.) eine 3 bp-Deletion in Exon 4 gefunden, die zur Entfernung des
Aminosaurerestes Isoleucin 154 fuhrte. Ein Patient aus Costa Rica war dagegen

homozygot fir eine Missense-Mutation in Exon 4, die zu einem Austausch des

Aminosaurerestes Glycin 123 gegen Aspartat fuhrte (Tab. 3).

Tabelle 3: Mutationen in CLNG.
Mutationen von verschiedenen Patienten, die an der spat infantilen Variante der NCL erkrankt sind.

Verandert nach Wheeler et a., 2002

Diese Mutationen haben unterschiedliche Auswirkungen auf die

Vorkommen der Familien [Form der |Veranderung der AS- |Exon

Mutation (Nukleotid) Mutation |Sequenz

Griechenland

6delG (homozygot) 1 1 bp- Frameshift nach E2, 29 |1
Deletion |zusatzliche AS

Costa Rica

unbekannt (heterozygot) | 1

214G? T (homozygot) |6 Nonsense |E72X

368G? A (homozygot) |1 Missense |G123D

Pakistan

unbekannt (heterozygot) | 1

316insC (homozygot) 2 1 bp- Frameshift nach P105, |4
Insertion |25 zusétzliche AS

Indien

395 _397delCT 1 2 bp- Frameshift nach D131, |4

(homozygot) Deletion |17 zuséatzliche AS

Portugal

unbekannt (heterozygot) | 1

460_462delATC 1 3 bp- [154del 4

(homozygot) Deletion

Es wurden Mause und Schafe identifiziert, die natirliche Mutationen in CLN6 mit
ahnlichen Symptomen und Krankheitsverlaufen aufweisen wie CLN6-Patienten.

Das CLN6-Homolog der Maus liegt auf Chromosom 9 und ist synthenisch zum
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humanen CLN6 (Bronson et al.,, 1998). Das murine CLN6-Homolog codiert ein
Polypeptid aus 308 Aminosauren. Bei den sogenannten nclf-Mausen liegt eine
1 bp Insertion im Exon 4 vor, die zu einem Frameshift nach dem Aminosaurerest
P102 und zu einem vorzeitigen Translationsstop nach weiteren 61 neuen
Aminosaureresten fuhrt (Gao et al., 2002).

Die ncl-Maus entwickelt sich normal bis zum Alter von 8 Monaten. Danach treten
zunachst schwache Lahmungserscheinungen an den Hinterbeinen auf, die sich zu
einer kompletten LA&hmung ausweiten und schlief3lich zum verfrihten Tod fihren.
Weiterhin  kommt es bei diesen Mausen zu Krampfanfallen und zur
Retinadegeneration. Speichermaterial in curvilinearer und Fingerprint-Form wurde
schon 11 Tage nach der Geburt in allen Gehirnregionen detektiert und im Alter
von 6 Monaten liel3 sich eine gesteigerte Menge an hypertrophen Astrozyten im
cerebralen Cortex, Hippocampus, Thalamus und im Gehirnstamm beobachten.
Zum anderen liegen noch zwei weitere gut beschriebene natirliche Tiermodelle
vor: das Southhampshire-Schaf aus Neuseeland und das Merino-Schaf aus
Australien, die auch als OCL6 bezeichnet werden (Cook et al., 2002; Jolly et al.,
1989). Bei beiden Rassen sind zuerst Verhaltensdnderungen im Alter von 4-12
Monaten zu beobachten. Es folgen visuelle Probleme bis zur Erblindung und
motorische Defizite (Mayhew et al., 1985). Sub ¢ wird in Form von Multilamellen
und Fingerprint-Mustern gespeichert. Neurodegeneration ist in den meisten
Cortexschichten nachweisbar, ebenso eine fortschreitende Astrozytose (Cook et
al., 2002; Jolly et al.,, 1999; Palmer et al.,, 1992; Palmer et al.,, 1989). Die
chromosomale Lokalisation des in beiden Schafen betroffenen Gens konnte auf
die Region 7ql13-15 eingegrenzt werden, die synthenisch zur humanen Region
15023 ist (Bronson et al., 1998; Broom & Zhou, 2001; Broom et al., 1998).

1.3.2 Cathepsin D-Defizienz

Eine weitere, bisher nur in Tieren gefundene Form der NCL ist die ,congenital
ovine NCL" (CONCL), bei der die lysosomale Aspartylprotease Cathepsin D
(CtsD) betroffen ist. CONCL wurde in einer Herde von ,White Swedish Landrace"
Schafen in Nord-Schweden entdeckt (Jarplid & Haltia, 1993). Die neugeborenen
Lammer haben einen sehr schweren Phéanotyp; sie sterben innerhalb eines Tages

nach der Geburt. Im Vergleich zu Kontrollen ist das Gehirngewicht auf die Halfte
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reduziert und die Dicke des cerebralen Cortex ist drastisch verringert. In der
weillen Substanz des Cerebrum und Cerebellums war kaum noch Myelin
nachweisbar. In den tiefen Schichten des cerebralen Cortex wurden
Neurodegeneration, Astrozytose und Infiltrierung durch Makrophagen beobachtet.
Andere Organe wie z.B. Herz, Leber, Niere und Darm waren unauffallig. Die
Neuronen des cerebralen Cortex zeigten die grofite Menge an
autofluoreszierendem, granuldrem  Speichermaterial (GRODS), dessen
Hauptkomponente aus Saposin A und D besteht. Die Mutation des Aspartatrestes
295 im aktiven Zentrum des CtsD fuhrte zu einer vollstandigen Inaktivierung des
Enzyms. Westernblotanalysen haben ergeben, dal® der ,steady state-Level“ von
CtsD jedoch in CONCL-Gehirngewebe hoher war als in den Kontrollen (Tyynela et
al., 2000).

CtsD ist ein Glykoprotein, das M6P-Reste an N-glykosidisch gebundenen
Oligosaccharidseitenketten tragt, die fur den MPR-spezifischen intrazellularen
Transport notwendig sind (Kornfeld & Mellman, 1989). CtsD wird als inaktives
Praproprotein von 53 kDa (human), 51 kDa (ovin) und 45 kDa (murin) synthetisiert
und partiell sezerniert. Auf dem Weg zu den Lysosomen wird CtsD
speziesabhangig zu seiner aktiven Form proteolytisch prozessiert (Fujita et al.,
1991, Gieselmann, 1985). Neben der Proteolyse im Lysosom werden CtsD auch
nicht-enzymatische Eigenschaften wie z.B. Stimulation der Zellproliferation
(Vignon F, 1986), Inibition der Tumorapoptose (Berchem et al., 2002) und
Induktion der Apoptose durch oxidativen Stress (Kagedal et al.,, 2001)
zugeschrieben.

CtsD-defiziente Mause entwickeln sich in den ersten 14 Tagen nach der Geburt
normal (Saftig et al., 1995). Danach stagniert die Gewichtszunahme und die Tiere
zeigen eine Reduktion in ihren spontanen Bewegungen und Fluchtreaktionen,
einen unregelmaligen Gang. Die Mause leiden an Krampfanfallen und erblinden
ab dem 20. Lebenstag. Der Tod tritt bei den Tieren zwischen Tag 25 und 27 ein.
Die immunhistochemischen Analysen ergaben, dalR Neuronen lysosomale
Einschlusse in granularer und Fingerprint-Form zeigen, die fir sub ¢, Cathepsin B
(CtsB) und die b-Untereinheit der ATP-Synthase immunoreaktiv sind. Biochemisch
lie® sich die Erhdohung der Aktivitat und Proteinkonzentration des CtsB bestatigen.
AulRerdem war die Aktivitat der lysosomalen Tripeptidylpeptidase 1, wie auch bei

CONCL-Schafen (Tyynela et al., 2000), erhoht. Diese Beobachtungen zeigen, dal3
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Genmutationen bzw. die Defizienz des CtsD als eine neue Form der NCL
einzuordnen ist (Koike et al., 2000). Beim Menschen konnte die Defizienz der
CtsD-Aktivitat als Ursache fur eine Form der NCL jedoch noch nicht nachgewiesen

werden.
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2 ZIELSETZUNG

Die Neuronalen Ceroid Lipofuszinosen (NCL) stellen mit einer Inzidenz von
1:12.500 die haufigste neurodegenerative Erkrankung im Kindesalter dar. NCL
sind durch lysosomale Einschlisse in den meisten Korperzellen charakterisiert,
wobei sich die elektronenmikroskopische Ultrastruktur des Speichermaterials bei
den verschiedenen Formen der NCL (CLN1-8) unterscheidet. Bislang ist noch
vollig unbekannt, weshalb es bei Mutationen in den Genen CLN1-8 zu den
Neuronen-spezifischen Symptomen kommt, die zu Neurodegeneration,
Erblindung, Krampfanfallen und progressiver mentaler Degeneration fuhren.

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stehen Untersuchungen an kultivierten
Zellen und Hirnmaterial von CLN6-Patienten bzw. CLN6- und Cathepsin D (CtsD)-
defizienten Tiermodellen. Das CLN6 Genprodukt ist ein Transmembranprotein
unbekannter Funktion und CtsD eine Ilysosomale Aspartylprotease mit
unbekannter endogener Substratspezifitat.

Um den Pathomechanismus von CLN6 und der CtsD-Defizienz besser zu
verstehen, sollten Proteinmuster lysosomaler Fraktionen durch Zwei-
dimensionale-Gelelektrophorese analysiert und verdnderte Proteine durch
Massenspektrometrie  sowie durch biochemische und immunologische
Nachweisverfahren identifiziert werden. Parallel dazu sollte die Topologie, die
intrazellularen Lokalisation und proteinchemischen Eigenschaften des CLNG6-
Proteins und seine Rolle beim Transport lysosomaler Enzyme naher untersucht

werden.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Alle verwendeten Chemikalien wurden,

sofern nicht anders angegeben,

analysenrein verwendet. Die nicht angegebenen Reagenzien wurden entweder

von Merck, GIBCO/BRL, Pierce, Sigma, Amersham Pharmacia oder BioRad

bezogen.

Acrylamid 30 % / Bisacrylamid 0,8 %
Agar

Agarose fur DNA-Gelelektrophorese
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin

Bromphenolblau

BSA (bovine serum albumin)
Coomassie R, Serva Blue
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiotreitol (DTT)

Essigsaure

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

Formaldehyd

Glycerol

Glycin

Lithiumacetat (LIAC)
Lipofectamin 2000
Magnesiumchlorid (MgCh)
Methanol

Natriumacetat (NaAc)
Natriumchlorid (NacCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-
ethansulfonsdure (HEPES)
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

20

Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
GIBCO/BRL,Eggenstein
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
BioRad, Miinchen
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Pierce Rockford, IL, USA
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
GIBCO/BRL, Eggenstein
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg

BioRad, Miinchen
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Para-Formaldehyd
Penicillin/Streptomycin-Ldsung
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Poly-L-Lysin

Protein A Agarose

Saccharose

Silbernitrat (AgNO3)

Triton X-100

Tween 20

Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg

3.1.2 Radioaktive Substanzen

[**S]-Methionin, 1.000 Ci/mmol
[*2°J]-Natriumjodid, tragerfrei in
NaOH-Ldsung pH 7-11, 100 mCi/ml
Guanosine-5"[a**P]-triphosphat

3.1.3 Gerate

ABI-Sequenator 337
Analysenwaagen Typ AC 100
Analysenwaagen Typ BP 2100S
Brutschrank Innova 4230
DNA-Sequenzierer Typ
Mastercycler Gradient
Dounce-Homogenisator

Drehrad fur Eppendorfgefalie

Drygalski-Spatel

Eismaschine AF 10
Elektrophoresekammern fur
Agarosegele
Elektrophoresekammern ftr
Polyacrylamidgele
Filmentwicklungsmaschine

Modell Gevamatic 60
Gammastrahlenzahler, 1470 Wizarda
Gefrierschrank —80 °C
Geltrockner, Modell Gel Air Dryer
Homogenisator Typ Tissue Tearor,
Model 985-370

Heizblock Modell Thermostat 5320
Inkubationsschuttler Modell G25
LightCycler Instrument
Magnetruhrer lka-Combimag Ret
Mikroskope:
Phasenkontrastmikroskop,

Modell ID 03

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Perkin Elmer, Cetus, Norwalk, USA
Mettler Waagen Giessen

Sartorius, Gottingen

New Brunswick Scientific, Nlrtingen
Eppendorf, Hamburg

Wheaton, Millville, USA
Eigenbau, Werkstatt der
Universitat Gottingen

Schitt Labortechnik, Goéttingen
Scotsman

BioRad, Miinchen

Hoefer Scientific Instruments, USA
Agfa-Gevaert, Leverkusen

Wallac, Finnland

New Brunswick, Edison

BioRad Herkules, USA

Biospec Products, France
Eppendorf, Hamburg

New Brunswick Sc., Edison

Roche Diagnostics, Mannheim
Janke & Kunkel, Staufen

Zeiss, Oberkochen
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Fluoreszenzmikroskop, Axiovert 100
Zusatzausstattung fir das Axiovert
100:

DP 50-Kamera

Software: Analysis Soft Imaging
System

FluoreszenZzfilter fir das Axiovert 100:

Fluorochrom:
FITC, Cy2
Texas-Rot, Cy3
Mikrowellenherd
Multipette, Combitips

Blot-System, Transphor Typ SE 600
Netzgerat Standard Power Pack P25
Netzgerat EPS 1001

Anregungsfilter:
BP 450-490
BP 546

PH-Meter Knick 647

Photometer, Model RS 232 C
Sterilbank HS 12

Sterilfilter Minisart NML
Stickstoff-Einfriertank Typ Arpege 55
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 GL

Eppendorf Kiihlzentrifuge, Modell 5417

Eppendorf Tischzentrifuge 5415 D
Sorvall RC 5C PLUS

Ultrazentrifuge Sorvall Discovery M120

Ultrazentrifuge Sorvall Du Pont OTD
SOB

Rotoren fir die Minifuge:
F-45-30-11

F-45-24-11

Rotoren fir die Sorvall-Zentrifugen:
SS-34

SLA-3000

Rotoren fur die Ultrazentrifugen:

S 100 AT4, S55S, SW55

Zeiss, Oberkochen

Olympus, Hamburg

Farbteiler: Emissionsfilter:
FT 510 LP 515-565

FT 580 LP 590

Bosch

Eppendorf, Hamburg

Hoefer Scientific Instruments, USA
Biometra, Gottingen

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Schitt, Gottingen

Eppendorf Hamburg

Heraeus Osterode

Sartorius AG, Goéttingen

Air Liquide, Frankreich

Dremel, USA

Bachofer, Reutlingen

Branson Ultrasonic SA, Carouge-
Geneve, USA

Vacuubrand, Wertheim

Bender & Hobein AG, Zurich
Kottermann, Haningsen

Heraeus, Osterode

Eppendorf Hamburg

Eppendorf Hamburg

Kendro Laboratory Products,
Newtown, Conneticut USA

Kendro Laboratory Products,
Newtown, Conneticut USA

Du Pont de Nemours, Bad Homburg

Heraeus, Osterode
Heraeus, Osterode

Eppendorf Hamburg
Eppendorf Hamburg

Kendro Laboratory Products,
Newtown, Conneticut USA
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3.1.4 Verbrauchsmaterialien

Einfrierréhrchen Nunc, Wiesbaden
Gewebekulturflaschen 25 und 75 cm? Greiner, Nlrtingen
Gewebekulturschalen, £36 und 60 cm  Greiner, NUrtingen

Immersionsol 518 C Zeiss, Oberkochen
Linsenpapier MN 10 B Zeiss, Oberkochen
Nitrocellulose Blotting Membrane BioRad, Miunchen

0,2 um

Objekttrager und Deckglaser Menzel Glaser
Rontgenfilme, XAR-5 Kodak, Stuttgart

Whatman GB002-Papier Schleicher & Schiill, Dasse
Whatman GB003-Papier, extra dick Schleicher & Schill, Dassel
Zentrifugenbecher:

SS-34 Polypropylen Nalgene, Minchen

JA-10 Polypropylen Nalgene, Minchen

3.1.5 Kits

QIAquickgel Extraction Qiagen, Hilden

QIAquick PCR Purification Qiagen, Hilden

QIA Plasmid Mini Kit Qiagen, Hilden

QIA Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden

Nucleospin I Macherey-Nagel, Diren
LightCycler-FastStart DNA Master Roche Diagnostics, Mannheim
SYBR Green |

RT-PCR-Kit Perkin Elmer, Cetus, Norwalk, USA
Vectastain Elite ABC-Reagent-Kit Vector, Burlingame, CA, USA
Quick change Stratagene, La Jolla, USA

3.1.6 Plasmide und DNA-Standards

pCDNAS3.1 A (-) myc/His Invitrogen, Leek, Niederlande

PCDNA3.1GFP/A(-) Vektor wurde von Dr. S. Storch,
Kinderklinik, Hamburg, zur Verfligung
gestellt

DNA-Ladder GIBCO/BRL, Eggenstein
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3.1.7 Enzyme und Nukleotide

DNase | Merck, Darmstadt

Dpnl New England BioLabs, Bad
Schwalbach

dNTP-Set, ultrapure Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Lysozym Merck, Darmstadt

Pfu-Turbo™-Polymerase Stratagene, La Jolla, USA

Phosphatase, alkalisch Roche Diagnostics, Mannheim

Restriktionsendonucleasen New England BioLabs, Bad
Schwalbach

Tag-DNA-Polymerase Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

3.1.8 Proteine, Protease-Inhibitoren und

Proteinstandards

Jodacetamid (JAA) Serva, Heidelberg

Leupeptin Biomol, Hamburg
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Serva, Heidelberg
Protease-Inhibitor-Cocktail Sigma, Deisenhofen
Rainbow™-coloured Protein-Standard Amersham Pharmacia Biotech,

Freiburg

IEF-Standard BioRad, Minchen
2D-SDS-PAGE-Standard BioRad, Miinchen
Rinderserumalbumin (BSA) Serva, Heidelberg

3.1.9 Bakterienstamm

Escherichia coli Genotyp: F'/endA1, hsdR17(rc’,mK™),

DH5a supE44, thi-1, recAl, gyrA, (Nal"),
relAl, D(lacZYA-argF)uzies,
(j80laczDM15)
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3.1.10 Patienten, Tiermodelle und Zellen

Name Beschreibung Referenz
BHK-21 Baby Hamster Nierenfibroblasten (Clarke et al., 1970)
M.T.-Fibro- |Humane Kontrollfibroblasten aus
blasten Hautbiopsie; Alter bei Biopsie 17 Monate;
Geschlecht weiblich; deutscher Patient

J.M.-Fibro- |Humane CLN6-Fibroblasten aus

blasten Hautbiopsie; Alter bei Biopsie unbekannt;
Geschlecht mannlich; portugiesischer
Patient, zur Verfugung gestellt von A.
Kohlschutter, Universitat Hamburg

M.P.-Fibro- |Humane CLNG6-Fibroblasten aus

blasten Hautbiopsie; Alter bei Biopsie 5 Jahre;
Geschlecht ménnlich; tschechischer
Patient

M.S.-Fibro- |[Humane CLNG6-Fibroblasten aus

blasten Hautbiopsie; Alter bei Biopsie unbekannt;
Geschlecht weiblich; tschechische
Patientin

M.G.-Fibro- [Humane CLN2-Fibroblasten aus

blasten Hautbiopsie; Alter bei Biopsie 8,5 Jahre;
Geschlecht weiblich; deutsche Patientin,
zur Verfiigung gestellt von A.
Kohlschutter, Universitat Hamburg

J.E.- Humane CLN3-Fibroblasten aus

Fibroblasten

Hautbiopsie, Alter bei Biopsie 12 Jahre,
Geschlecht méannlich, zur Verfligung
gestellt von J. Tyyneld, Universitat
Helsinki

C.C.-
Fibroblasten

Humane CLN3-Fibroblasten aus
Hautbiopsie, Alter bei Biopsie unbekannt,
zur Verfugung gestellt von J. Tyynel,
Universitat Helsinki

CLNG6- 8-jahriger Patient aus Tschechien (Elleder et al., 1997)
Cortex

Kontroll- Zur Verfliigung gestellt von M. Elleder, (Elleder et al., 1997)
Cortex Universitat Prag

CLNS fur 22-jahriger Patient, Zur Verfugung gestellt

Immunhisto- [von J. Tyyneld, Universitat Helsinki

chemie

CLNG6 fur Zur Verfigung gestellt von J. Tyynela,

Immunhisto- | Universitat Helsinki

chemie

Kontrolle fur |Zur Verfigung gestellt von J. Tyynela,

Immunhisto- | Universitat Helsinki

chemie
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Name Beschreibung Referenz
CtsD- Gehirn wurde am Tag 23 nach der Geburt | (Saftig et al., 1995)
defiziente entnommen, Gehirn wurde ohne
Méause Cerebellum verwendet
Kontroll- Entstanden durch die Verpaarung von
Mause CtsD-heterozygoten Mausen
OCL6- 13-17 Monate alt (Cook et al., 2002)
Merino-

Schafe
Kontroll- 13-17 Monate alt (Cook et al., 2002)
Merino-
Schafe
OCL6- Hautfibroblasten, Gehirn und Leber von (Palmer et al., 1992)
Material 18 Monate alten OCL6-Southhampshire-

Schafen
Kontroll- Hautfibroblasten, Gehirn und Leber von (Palmer et al., 1992)
Schafs- 18 Monate alten gesunden
Material Southhampshire-Schafen

3.1.11 Puffer, Medien und Lésungen

3.1.11.1 Medien zur Aufzucht von Bakterien

Die verwendeten Puffer und Lésungen sowie die Medien fir die Aufzucht von
Bakterien wurden gemal den Instruktionen der ,Current Protocols in Molecular
Biology“ (2000) , Harvard Medical School angesetzt.

3.1.11.2 Zellkulturlésungen

Dulbeccos (DMEM) GIBCO/BRL, Eggenstein
Optimem-1 GIBCO/BRL, Eggenstein
DMEM ohne Methionin GIBCO/BRL, Eggenstein
Glutamax GIBCO/BRL, Eggenstein
Fotales Kéalberserum (FKS) GIBCO/BRL, Eggenstein
PBS fur Zellkultur GIBCO/BRL, Eggenstein
Penicillin/Streptomycin (10.000 U) Seromed/Biochrom, Berlin
Trypsin/EDTA-LOsung GIBCO/BRL, Eggenstein
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3.1.12 Antikorper

3.1.12.1 Priméarantikorper

Antigen | Spezies | Referenz/Firma Verdiinnung
WB IF IPP
Human MnSOD K Upstate 1:500 1:200 -
Biotechnology, NY
Ratte GPD K (Weitzel et al., 1:1000 - -
2001)
sub ¢ K 1:1000 - -
Human COX M/mab | Molecular Probes, | 1:500 1.5 -
Leiden,
Niederlande
Human PDI M StressGen - 1:800 -
Human Lampl M/mab Developmental 1:1000 1:500 -
Studies
Hybridoma Bank
Human a»- M/mab Upstate 1:500 - -
Macroglobulin Biotechnology, NY
Human MPR300 K aus 1:500 - -
Laborbestanden
Maus CtsD K (Claussen et al., 1:750 - 1:500
1997)
GFP M Clontech, Palo 1:500 - -
Alto, USA
myc K Santa Cruz 1:500 1:50 1:250
Biotechnology
myc M/mab Developmental - 1:50 -
Studies
Hybridoma Bank
His K Dianova, 1:500 - -
Hamburg
Ga(2) K Prof. Dr. Dr. B. 1:150 - -
Nurnberg
Rab 7 K Dr. G. Mieskes 1:500 - -
Nitrotyrosine M/mab Upstate 1:100 - -
Biotechnology, NY
Praimmunserum - - 1:1000

K: Kaninchen, M: Maus, Z: Ziege, mab: Monoklonaler Antikdrper, IF: Immunfluoreszenz, IPP:
Immunprazipitation, WB: Westernblot
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3.1.12.2 Sekundarantikdrper

Schaf anti Maus 1gG, HRP-gekoppelt; 1:5.000 im WB

Dianova, Hamburg

Ziege anti Kaninchen IgG, HRP-gekoppelt; 1:10.000 im
WB

Dianova, Hamburg

Schaf anti Maus 1gG, Cy3-gekoppelt; 1:2.000 in IF

Dianova, Hamburg

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

Dianova, Hamburg

Ziege anti Kaninchen 1gG, Cy3-gekoppelt; 1:2.000 in IF

Dianova, Hamburg

Streptavidin-Antikérper, HRP-gekoppelt; 1:5.000 in WB

Dianova, Hamburg

IF: Immunfluoreszenz, WB: Westernblot
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3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 DNA-Préazipitation mit Ethanol

Das Volumen der DNA-LOosung wurde bestimmt, die NaAc-Konzentration auf
0,3 M eingestellt und mit 2 Volumen Ethanol versetzt. Die Prazipitation erfolgte
20 min bei =70 °C oder uber Nacht bei —20 °C. Die DNA wurde durch
Zentrifugation bei 4 °C fur 10 min und bei 14.000 rpm gefallt, mit 70 % Ethanol
gewaschen und erneut 5 min zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde anschlielRend

bei Raumtemperatur (RT) getrocknet.

3.2.1.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von
DNA

Die photometrische Messung von DNA erfolgte bei 260 nm in einer UV-Klvette
gegen TE-Puffer bzw. Aqua bidest. Eine ODgs von 1 entspricht einer
Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA und 31 pug/ml Oligonukleotiden.

3.2.1.3 Spaltung von DNA mit
Restriktionsendonucleasen

Fur Restriktionsspaltungen wurden die vom Hersteller des Enzyms empfohlenen

Reaktionsbedingungen in einem Gesamtvolumen von 20 pl beachtet.

3.2.1.4 Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA

1.1.1.1.1 Transformation chemokompetenter Zellen

Chemokompetente DH5a-E. coli-Bakterien (100 pl) Zellen wurden auf Eis
aufgetaut, mit 1 ng Vektor oder einem Teil des Ligationsansatzes gemischt und
10 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock fur 2 min bei 42 °C und einer
weiteren Inkubation fur 2 min auf Eis wurden 0,4 ml LB-Medium zugegeben und

der Ansatz 1 h bei 37 °C und 120 rpm geschuttelt. Ein Teil des Transformations-
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ansatzes wurde auf eine LB-Agarplatte, die 100 pg/ml Ampicillin enthielt,
ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Mit je einer Kolonie wurden 5 ml
LB-Medium (inkl. 100 pg/ml Ampicillin) angeimpft. Diese Vorkultur wurde fur die

Préaparation der Plasmide und zum Anlegen von Glycerolkulturen verwendet.

3.2.1.4.2 Anlegen einer Glycerolkultur

Vorkulturen mit einer ODggp groRer als 1 wurden mit 0,25 Volumen an 80 %
Glycerol versetzt und bei -80 °C gelagert. Aus einer Glycerolkultur kann direkt eine

Vorkultur angeimpft werden.

3.2.1.5 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

3.2.1.5.1 SchnelleIsolierung kleiner Mengen

Puffer P1 50mM  Tris/HCI pH 8,0
10mM  EDTA

Puffer P2 0,2M NaOH
1% SDS

Puffer P3 3M NaAc pH 4,8

Zur Isolierung kleiner DNA-Mengen wurde das Verfahren nach Birnboim & Doly,
1979 angewendet.

Drei ml LB-Medium (inkl. 100 pg/ml Ampicillin) wurden mit einer Einzelkolonie
angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. Nach einer
Zentrifugation fir 1 min bei 14.000 rpm wurde der Uberstand verworfen. Das
Bakterienpellet wurde in 0,3 ml Puffer P1 resuspendiert, durch Zugabe von 0,3 ml
Puffer P2 aufgeschlossen und die Plasmid-DNA durch Zugabe von 0,3 ml Puffer
P3 renaturiert. Die denaturierten Proteine wurden durch Zentrifugation fir 15 min
bei 14.000 rpm sedimentiert. Der DNA-haltige Uberstand wurde in ein neues
Eppendorfgefald tberfihrt und mit 0,66 ml 2-Propanol bei RT inkubiert.
Anschlie3end wurden die Proben fir 30 min bei 4 °C und 14.000 rpm zentrifugiert,
das DNA-Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen und in 30 pl TE-Puffer bzw. Wasser
aufgenommen.

Alternativ wurde die DNA mit Hilfe des Qiaprep Spin Mini-Plasmid Kits aus einer

Bakteriensuspension von 1,5 ml, die tber Nacht bei 37 °C und 220 rpm inkubiert
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worden war, gewonnen. Dabei wurden die Angaben des Herstellers bericksichtigt.

Die isolierte DNA wurde in Wasser gelost und bei —20 °C gelagert.

3.2.1.5.2 Isolierung groRRerer Mengen

GroRere Mengen bakterieller DNA wurden mittels des Plasmid-Midi-Kits

gewonnen, wobei die Angaben des Herstellers befolgt wurden.

3.2.1.5.3 Isolierung genomischer DNA aus Schwanzspitzen

zur Genotypisierung

Lysispuffer 100 mM  Tris/HCIl pH 7,4
5mM EDTA
200mM  NaCl
SDS-Ldsung 10 % SDS
Proteinase K-Losung 20 mg/ml in Lysispuffer
Solubilizer 100 mM  Tris/HCl pH 7,4

5mM EDTA
Um den Genotyp von Mausen zu bestimmen, wurde genomische DNA aus den
Schwanzspitzen der Mause isoliert. Dazu wurden die Schwanzspitzen tber Nacht
in 500 pl Lysispuffer, 10 pl SDS-Losung und 40 ul Proteinase K-Lésung unter
Schutteln bei 56 °C inkubiert. Nach 10-mindtiger Zentrifugation bei 14.000 rpm
und 4°C wurde dem Uberstand 500 pl Isopropanol zugegeben. Nach
mehrmaligem Invertieren wurde die genomische DNA als weifl3er Faden sichtbar,
der dann mit einer Glasdse entnommen und daran getrocknet werden konnte. Die
trockene DNA wurde in 100 pl Solubilizer aufgenommen und 30 min bei 37 °C

gel6st. Von dieser DNA wurde dann 1 pl fir eine PCR eingesetzt.

3.2.1.6 Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten unterschiedlicher GroéRe wurden 1-2 %
(w/v) Agarosegele verwendet. Die erforderliche Agarosemenge wurde in TAE-
Puffer im Mikrowellenherd aufgekocht und nach dem Abkuhlen auf ca. 55 °C mit
Ethidiumbromid versetzt (Endkonzentration 0,5 pg/ml). Die Proben wurden mit
Ficoll-Marker (0,05 % Bromphenolblau; 0,05 % Xylencyanol; 15 % Ficoll) versehen
und aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 3-4 V/cm

durchgefihrt. Durch das in die DNA eingelagerte Ethidiumbromid wurden die
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DNA-Fragmente unter UV-Licht als Bande sichtbar. Zur Dokumentation wurde das
Agarosegel auf dem UV-Transilluminator mit einem Videosystem aufgenommen

und ein Ausdruck des Bildes erstellt.

3.2.1.7  Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Die im Agarosegel aufgetrennte DNA wurde mit Hilfe des Qiaquick-Spin-Gel-
Extraction Kits nach Anweisung des Herstellers aus der Agarose extrahiert.

Gleichzeitig wurde hierbei die DNA konzentriert.

3.2.1.8 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein Methode, um definierte DNA-
Fragmente mit Hilfe der thermostabilen DNA-Polymerase des thermophilen
Bakteriums Thermophilius aquaticus (Taq) zu amplifizieren (Saiki et al., 1988).
Die PCR basiert auf drei Schritten, die fir jede DNA-Synthese nétig sind:
Denaturierung der Ausgangs-DNA (Template) in Einzelstrange
Bindung von Oligonukleotid-Primern an beide Einzelstrange (Annealing)
Synthese der DNA ausgehend von den gebundenen Primern (Extension)
Durch die Verwendung der Taqg-Polymerase konnen mehrere Zyklen dieser
Schritte durchlaufen werden, da dieses Enzym auch die extremen
Denaturierungstemperaturen von 96 °C ohne Aktivitatsverlust Ubersteht. Das
gewtlnschte Fragment wird exponentiell amplifiziert, da neu synthetisierte DNA-
Fragmente im nachsten Zyklus als Template verwendet werden. Faktoren, die den
Erfolg der PCR beeinflussen kénnen, sind die Auswahl und Konzentration der
Oligonukleotid-Primer, die Qualitdt des Templates, die Pufferbedingungen und die
Zeiten und Temperaturen der Zyklusschritte.
Als Template wurde DNA verwendet, die mittels der DNA-Praparations-Kits der
Firma Qiagen isoliert worden war. Das dNTP-Set wurde auf 10 mM je Nukleotid

verdunnt. Die Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte in einem Thermocycler.

Primer DNTP Tag-
DNA- 3 und 5 (A0 mM je 10 x Polymerase
Template (10 pmol/ul) |  Nukleotid) | PCR-Puffer (5U/uI) ad H.0O
50 ng jelpl 1l 5ul 1l 50
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Bei jeder PCR wurden zwei Kontrollen mitgefuhrt. Es wurde jeweils eine Probe

ohne DNA-Template und eine ohne Oligonukleotid-Primer angesetzt.

3.2.1.9 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Die Sequenzierung von Doppelstrang-DNA wurde im zentralen Servicelabor der
Universitatsklinik Eppendorf durchgefiihrt. Es wurde die Tag-Cycle-Sequencing
Methode angewandt, die auf der Methode nach Sanger et al., 1977 beruht. Statt
radioaktiv markierter wurden jedoch Fluorochrom-gekoppelte Didesoxy-Nukleotide
(Premix von Applied Biosystems) eingesetzt. Die Sequenzierreaktion wurde wie

folgt durchgefuhrt:

DNA Premix Primer ad H,O

1 ug 8 ul 15 pmol 20 ul

Es wurden 25 Reaktionszyklen in einem Thermocycler (Mastercycler Gradient,

Eppendorf) durchgefuhrt, wobei folgendes Protokoll befolgt wurde:

Denaturierung | Annealing Extension
107 96 °C 5750 °C 460 °C
Nach Abschlufl3 der Reaktion wurde die Probe auf 4 °C abgekuhlt.

3.2.1.10 RNA-Isolation

3.2.1.10.1 RNA aus kultivierten Zellen

Die Aufarbeitung von total RNA aus kultivierten humanen Fibroblasten wurde mit

dem Nucleospin Il Kit nach den Instruktionen des Herstellers vorgenommen.

1.1.1.1.2 RNA aus Gewebe

Gewebe-Guanidine-Lsg. 5M Guanidine-Thiocyanat
50 mM Tris/HCI pH 7,5
Sarcosyl-Lsg. 20 % (w/v)  Sarcosyl
Casiumchlorid-Lsg. 57M Caesiumchlorid
in 1200 MM EDTA pH 8,0
Resuspensionspuffer 5mM EDTA

0,5 % (w/v) Sarcosyl
5% b-Mercaptoethanol
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Frisches oder bei — 80 °C gelagertes Gewebe wurde mit dem Skalpell zerkleinert.
Nach Zugabe von 950 ul Gewebe-Guanidine-L6sung und 50 ul b-Mercaptoethanol
wurde das Gewebe durch 20 Zige mit einer G24-Nadel homogenisiert und
anschlieRend 10 min bei 12.000 x g und 12 °C zentrigugiert. Der Uberstand wurde
mit 100 pl Sarcosyllésung versetzt und 2 min bei 65 °C inkubiert. Auf 500 ul
Casiumchloridlésung wurde der Uberstand tberschichtet und 20 h bei 113.000 x g
und 22 °C im Swing-out-Rotor S55S zentrifugiert. Danach wurde das Pellet in
400 pl Resuspensionspuffer aufgenommen und nach Zugabe von 400 ul
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) kurz gemischt und 30 s zentrifugiert.
Der oberen Phase wurde 400 pl Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) zugesetzt,
wieder kurz vermengt und 30 s zentrifugiert. Aus der oberen Phase wurde die
RNA geféllt (siehe 3.2.1.1). Das RNA-Pellet wurde in 50 ul A. dest. aufgenommen
und anschlieRend noch einer DNase-Behandlung nach den Instruktionen des
Herstellers unterzogen. Nach 30 min Inkubation bei 37 °C wurde die RNA

wiederholt durch Phenol/Chloroform-Extraktion gereinigt (s.o.).

3.2.1.11 Real time PCR

Zunachst wurde die aus Geweben oder kultivierten Zellen isolierte RNA durch die
Reverse Transkriptase (RT) in cDNA umgeschrieben. Die RT ist eine RNA-
abhangige DNA-Polymerase, die einzelstrangige RNA als Template fir die
Synthese eines komplementaren DNA-Stranges benutzt. Es wurde ein Kit der
Firma Perkin Elmer verwendet.
RT-Reaktion 2ul 10 x Puffer

2 25 mM MgCl,

jelpl 10 mM dNTPs

0.5 ul 50 uM Oligo d(T)-Primer

0.5 ul Rnasin

0.5 ul MuLV Reverse Transkriptase

1pg template RNA

ad A. dest 20 ul

Anschliel3end folgte eine PCR-Reaktion mit spezifischen Primern fur MnSOD,
SOD1 und b-Actin (siehe Anhang) nach den Instruktionen des Herstellers. Schon

wahrend der PCR-Reaktion wird das fluoreszierende SYBR Green an die DNA
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gebunden und die Fluoreszenz wurde nach jedem Zyklus bei 88 °C (fir MnSOD),
bei 89 °C (fur b-Actin) und 88 °C (fir SOD1) durch den Light Cycler gemessen.
Die erhaltenen Werte sind Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen. Dies gilt
ebenso fur die Standardreihe. Als Standard wurden verschiedene Verdinnungen

des PCR-Produktes der jeweiligen Primer verwendet.

3.2.2 Zellbiologische Methoden

3.2.2.1  Kultivierung von Zellinien

Immortalisierte Zellen wurden in DMEM mit 10 % fotalem Kélberserum (FKS) und
1 % Penicillin/Streptomycin bei 37 °C, 85 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO;

kultiviert.

3.2.2.2  Trypsinieren von Zellen

Der Zellrasen wurde mit PBS gespdult, um Trypsininhibitoren aus dem FKS zu
entfernen. Nach dem Absaugen des PBS wurden die Zellen mit 0,5 ml Trypsin
(0,05 % w/v)/[EDTA (0,02 % wiv) pro 25 cm®Flasche fiur 2-5 min bei 37 °C
inkubiert. Die Trypsin-Reaktion wurde durch Zugabe von FKS-haltigem Medium
gestoppt, die Zellen durch mehrfaches Aufsaugen mit einer Pipette vereinzelt und

in der gewiinschten Dichte ausgesat.

3.2.2.3  Gefrierkonservierung und Revitalisierung von

Zellen

Einfriermedium 10% DMSO /20 % FKS /1 % Penicillin / Streptomycin in
DMEM
Zur Konservierung wurden konfluent gewachsene Zellen trypsiniert, in Medium

aufgenommen und fir 5 min bei 1.000 x g in der Labofuge sedimentiert. Nach
Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen (aus einer 25 cm?-Flasche) in 3 ml
Einfriermedium aufgenommen und auf drei Einfrierréhrchen verteilt. Die Zellen
wurden zunachst bei -80 °C lber Nacht eingefroren und anschlief3end in flissigem
Stickstoff gelagert.

Zur Revitalisierung wurde das Einfrierréhrchen aus dem Stickstofftank genommen,

zunachst fur ca. 1 min bei RT angewarmt und anschlie3end im Ethanolbad bei
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37 °C aufgetaut, bis nur noch ein Kkleiner Eiskern zu sehen war. Die
Zellsuspension wurde entnommen, in 3,5 ml kaltes Medium (4 °C) uberfihrt und in
der Labofuge 5 min bei 1.000 x g pelletiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, das
Zellpellet in 5 ml Medium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche Gberfiihrt. Am
nachsten Tag wurde das Medium gewechselt, um DMSO-Reste, tote Zellen und

Zelltrimmer zu entfernen.

3.2.2.4 Transiente Transfektion von BHK-21-Zellen

Die Zellen wurden am Vortag der Transfektion in einer Dichte von 1 x 10* Zellen
auf 35 mm Gewebeschalen ausgesét. Optimem-Medium wurde mit 4 pg DNA auf
ein Gesamtvolumen von 200 ul gebracht, gemischt und 5 min bei RT inkubiert.
Parallel wurden 4 pl Lipofectamin 2000 mit Optimem ebenfalls auf ein Endvolumen
von 200 pl eingestellt. Die beiden Ansatze wurden gemischt und 20 min bei RT
inkubiert, bevor sie auf die Zellen gegeben wurden. Die Zellen wurden in
Antibiotika-freiem DMEM/FKS fir 24 bis 72 h bei 37 °C unter 5 % CO; inkubiert.

3.2.2.5 Indirekte Immunfluoreszenz-Analyse

Losungen: 10 mM PBS
3% Para-Formaldehyd (PFA) in PBS (w/v)
0,1 mg/ml Poly-L-Lysin in PBS
1% BSA in PBS

Sterile Deckglaschen wurden in eine 35 mm Gewebekulturschalen ausgesat und
mit 200 pl Poly-L-Lysin fir 1 h bei 37 °C beschichtet. Anschlie3end wurden die
Deckglaschen 3 x mit PBS gespiilt.

Etwa 500-1.000 Zellen wurden auf den beschichteten Deckglaschen tber Nacht
gezilchtet. Die Zellen wurden 3 x mit PBS gewaschen und anschlielend mit 1 ml
3 % PFA fiur 40 min bei RT fixiert. Danach wurden die Zellen 3 x mit PBS
gewaschen und 6 min mit —20 °C kaltem Methanol permeabilisiert. Nach erneutem
Waschen mit PBS folgte die Blockierung mit 1 % BSA in PBS tUber 30 min bei RT.
Die Deckglaschen wurden auf einen Streifen Parafilm gelegt und 50 pl der
Antikorperverdinnung als Tropfen darauf pipettiert. Eine mit feuchtem Filterpapier
ausgekleidete Petrischale wurde als Verdunstungsschutz dariber gelegt. Die
Inkubation des Priméarantikorpers erfolgte in 1% BSA/PBS fur 2 h bei RT. Im
Anschlul3 daran wurden die Zellen 3 x mit 1 ml PBS gewaschen. Die Bindung der
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an Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelten Sekundarantikérper erfolgte, wie fir den
Primarantikorper beschrieben, fur 1 h bei RT unter Lichtausschluf3. Danach
wurden die Zellen zunachst wieder 3 x mit PBS und mit A. bidest. gewaschen.
Anschlie3end wurden die Zellen in Glycerol-Gelatine (Sigma) eingebettet und bei
4 °C gelagert.

Fur Kolokalisationsstudien wurden die Zellen simultan mit den jeweiligen
Primarantikorpern, die in unterschiedlichen Spezies generiert worden waren,
inkubiert. Durch geeignete Wahl der Sekundarantikdrper konnten diese spezifisch
dargestellt werden.

Die digitale Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop Axiovert 100 der Firma
Zeiss, Oberkochen, und am Konfokalmikroskop LSM 510 der Firma Zeiss, Jena,

Deutschland.

3.2.2.6  Metabolische Markierung von Zellen mit
[*°*S]-Methionin

~-Hungermedium* DMEM ohne Methionin/ 0,1 % BSA

Pulse-Medium DMEM ohne Methionin/ 0,1 % BSA
100 pCi/ml [*°S]-Methionin

Chase-Medium DMEM/ 5 %FKS/ 0,25 mg/ml Methionin

Konfluente Zellen in einer 35 mm Gewebeplatte wurden mit PBS gewaschen und
mit 700 pl ,Hungermedium® fir 1 h bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Anschliel3end
wurden die Zellen mit 700 pl Pulse-Medium fir 1 h bei 37 °C inkubiert und danach
entweder sofort abgeerntet oder fir unterschiedliche Zeiten bei 37 °C einem
Chase unterzogen. Das Medium wurde abgenommen und die Zellen 3 x mit
eiskaltem PBS gewaschen und darin abgeschabt. Nach Zentrifugation fir 5 min
bei 1.000 x g wurde das Pellet in 50 pl 50 mM Tris/HCI pH 7,4 resuspendiert. Die

Homogenate wurden zur Immunprézipitation eingesetzt.

3.2.2.7 Immunprazipitation von Cathepsin D

Die Immunpréazipitation von metabolisch markiertem Cathepsin D erfolgte nach
Muschol et al., 2002.
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3.2.2.8 Immunprazipitation von myc-getaggtem CLNG6

Die Immunprazipitation von myc-CLN6 aus Zellen erfolgte in 400 pl Lysispuffer
(1 % TX-100/ 1 % BSA in A. dest.) unter Zugabe von 50-fach konzentriertem
Proteaseinhibitorcocktail. Weiterhin wurde das Protokoll nach Muschol et al., 2002

verwendet mit dem Unterschied, daf3 3 x mit 10 mM PBS gewaschen wurde.

3.2.3 Biochemische Methoden

3.2.3.1 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentrationen wurden in Doppelbestimmungen nach dem Protokoll von

Bradford, 1976, gemessen.

3.2.3.2 Bestimmung der Lipidoxidation

Die Lipidoxidation wurde in kultivierten humanen und Schafsfibroblasten tber die
Detektion des Abbauproduktes der Lipidoxidation, dem Malondialdehyd, bestimmit.
Dazu wurde das in den Zellen vorhandene Malondialdehyd unter Hitzeeinwirkung
bei pH 3,5 mit Thiobarbitursdure gekoppelt. Dieser Komplex wurde in Butanol
extrahiert, Uber die HPLC getrennt und mit Hilfe eines Fluoreszenzdetektors
(Extinktion 515 nm; Emission 553 nm) nachgewiesen. Die Lipidoxidation wurde in
Dreifachbestimmungen von Kontroll- und CLN6/OCL6-Zellen durchgefuhrt
(Fukunaga et al., 1993).

3.2.3.3 Farbung von Proteinen

3.2.3.3.1 Anféarbung mit Coomassie-Blue

Die Anfarbung von Polyacrylamid-Gelen mit Coomassie-Blue (0,05 %) wurde
gemal den Anleitungen der ,Current Protcols in Molecular Biology* (2000),

Harvard Medical School durchgeflhrt.

3.2.3.3.2 Silberfarbung

Die Silberfarbung von Proteinen in Gelen erfolgte nach dem Protokoll von
Nesterenko et al., 1994.
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3.2.3.3.3 Impragnierung von Polyacrylamid-Gelen fiur die
Fluorographie

Bei der Impragnierung von Polyacrylamid-Gelen mit PPO (Diphenyloxazol in
DMSO) wurde das Protokoll von Bonner & Laskey, 1974 befolgt, um eine

Signalverstarkung von Radioaktivitat in SDS-Page-Gelen zu erreichen.

3.2.3.4 Messung von Enzymaktivitaten

3.2.3.4.1 Messung der b-Hexosaminidase-Aktivitat

Substratpuffer 10 mM para-Nitrophenyl-2-acetamido-2-deoxy-b-
D-glucopyranosid
100 mM Na-Citrat pH 4,6
0,04%  NaNs;
0,2% BSA

Stop-Puffer 0,4M Glycin/NaOH pH 4,6

Pro Ansatz wurden zwischen 5-20 ul der zu messenden Probe eingesetzt und mit
A. dest. auf ein Volumen von 50 pl gebracht. Nach dem Zufigen von 50 pl
Substratpuffer folgte eine Inkubation von 30 bis 60 min bei 37 °C. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 1 ml Stop-Puffer beendet und die optische Dichte bei
405 nm gemessen. Zur Quantifizierung der b-Hexosaminidase-Aktivitat wurde der

molare Extinktionskoeffizient von 18500 beriicksichtigt.

3.2.3.4.2 Messung der MnSOD-AKktivitat

Endkonzentration des Reaktionspuffers:
50 mM Kaliumphosphat pH 7,8
1mM DETAPAC
1 unit/ml Catalase
56 uM Nitro-Blue-Tetrazolium
100 uM  Xanthine
5mM NaCN
3,3nM  Xanthine-Oxidase
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Die Aktivitat der MNSOD wurde in ML-Fraktionen (siehe 3.2.3.8.1) von kultivierten
humanen und Schafsfibroblasten photometrisch gemessen (Oberley et al., 1987).
Die ML-Fraktionen (100 pg Protein) wurden mit 50 mM Kaliumphosphatpuffer
pH 7,8 auf ein Volumen von 100 pul eingestellt. Nach Zugabe von 0,8 ml
Reaktionspuffer ohne und mit NaCN, das die Cu/Zn-abhangige SODL1 inhibiert,
wurden die Proben 30 min bei RT inkubiert. Die Zugabe der Xanthine-Oxidase
startete die Reaktion, die dann 2 min im Photometer bei einer Wellenlange von
560 nm gemessen wurde. Es wurde der Anstieg der Extinktion pro Minute
bestimmit.

Fur die Messung der ,Im-Gel-Aktivitat* wurden je 30 ug Protein der ML-Fraktionen
unter nicht-reduzierenden Bedingungen in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Auf das
Kochen der Proben vor dem Auftrag wurde verzichtet. Zur Renaturierung der
Proteine wurden die Gele 30 min in 2,5 % Triton X-100 und 2 x 20 min in A.dest.
geschwenkt. Im weiteren wurden die Gele 20 min unter Lichtausschlul? in 2,45 mM
Nitro-Blue-Tetrazolium inkubiert. Anschlie3end wurden die Gele in Reaktionspuffer
(36 mM Kaliumphosphat pH 7,8/ 28 mM TEMED/ 28 uM Riboflavin/ 0,33 M NaCN)
im Dunkeln geschwenkt und danach illuminiert bis eine deutliche Blaufarbung des
Gelhintergrundes eingetreten ist (Beauchamp & Fridovich, 1971). Die Reaktion

wurde durch Wassern und sofortiges Trocknen des Gels gestoppt.

3.2.3.5 Westernblotanalyse

Transferpuffer 1 25mM  Tris

192 mM  Glycin

20 % Methanol
Zur spezifischen Detektion von Proteinen wurden Westernblotanalysen
durchgefuhrt. Der Elektrotransfer von Proteinen auf Nitrocellulosemembran geht
auf Towbin et al., 1979, zurtick und wurde fur 90 min bei 900 mA in einer
Elektroblot-Apparatur durchgefiihrt. Nach dem Transfer der Proteine wurde die
Nitrocellulosemembran Uber Nacht bei 4 °C in Blockpuffer (10 mM PBS/ 5 %
Milchpulver/ 0,05 % Tween-20) inkubiert. Die Inkubation des Priméarantikbrpers
erfolgte fuir 2 h bei RT. Danach wurde die Nitrocellulosemembran 3 x 5 min mit
Waschpuffer (10 mM PBS/ 0,05 % Tween-20) gewaschen und fur 1 h bei RT mit

dem entsprechenden HRP-gekoppelten Sekundarantikdrper inkubiert. Nach
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erneutem Waschen erfolgte die Detektion der gebundenen Antikérper durch

~enhanced chemoluminescence® (ECL; SuperSignal, Pierce Rockford, IL, USA).

3.2.3.6 [a*P]-GTP-Overlay-Blot

Renaturierungslsg. 50mM  Tris/HCIpH 7,5
20 % Glycerin

Transferpuffer 2 10 mM NaHCO3z pH 9,8
3mM Na,COs
Bindungspuffer 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,5
10 mM MgCl
2 mM DTT
0,3% Tween 20
4 uM ATP

In diesem Fall wurden Proteine nicht mittels eines Antikorpers detektiert, sondern
mit einem radioaktiv markiertem Liganden. Dazu wurden die Proteine im Gel nach
der SDS-PAGE 30 min bei RT in Renaturierungslésung geschwenkt, um das SDS
zu entfernen. Erst jetzt erfolgte der Transfer der Proteine auf
Nitrocellulosemembran in Transferpuffer 2 wie in 3.2.3.5 beschrieben. Die
Nitrocellulosemembran wurde anschlieend 2 x 10 min in Bindungspuffer
gewaschen. Die Bindung von Guanosine-5'[a>?P]-triphosphat (50 — 60 uCi/ 10 ml)
an GTP-bindende Proteine erfolgte innerhalb von 2 h bei RT in Bindungspuffer.
Ungebundenes [a®*’P]-GTP wurde durch sechsmaliges Waschen mit
Bindungspuffer entfernt. Die gebundene Radioaktivitdt wurde durch

Autoradiographie detektiert.

3.2.3.7 [*J]-Arylsulfatase A-Overlay

Auch hier wurden die Proteine, die zuvor durch SDS-PAGE getrennt und auf
Nitrocellulosemembran transferiert wurden, nicht mittels eines Antikorpers,
sondern mit [***J]-Arylsulfatase A (ASA) detektiert. Dazu wurde die
Nitrocellulosemembran in Blockpuffer (10 mM PBS/ 1% BSA/ 0,1 % Tween-20)
tiber Nacht bei 4 °C und anschlieBend 2 h bei RT mit [?°J]-ASA (100.000 cpm/ml)
in Blockierungspuffer inkubiert. Danach wurde die Nitrocellulosemembran
4 x 10 min mit Waschpuffer (10 mM PBS/ 0,1 % Tween-20) gewaschen,
getrocknet und durch Autoradiographie analysiert.
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3.2.3.8  Subzellulare Fraktionierung

3.2.3.8.1 Mitochondrien/Lysosomen-Fraktionen

Saccharose/EDTA 2 mM EDTA

250 mM  Saccharose
Saccharose/Tris 10mM  Tris/HCIpH 7,4

250 mM  Saccharose
Von kultivierten Patientenfibroblasten wurden angereicherte Mitochondrien-
Lysosomenfraktionen (ML-Fraktionen) hergestellt (Ezaki et al., 1996). Acht
konfluent gewachsene 10 cm-Gewebekulturschalen wurden 3 x mit PBS und
einmal mit Saccharose/EDTA gewaschen. Anschliel3end wurden die Zellen 2 x in
1 ml Saccharose/Tris abgeschabt und durch Zentrifugation bei 1.000 rpm
pelletiert. Die Zellen wurden in 1 ml Saccharose/Tris resuspendiert und durch 15
Zige im Dounce-Homogenisator (Stempel A) auf Eis homogenisiert. Nach
Abtrennung der Zellkerne durch 2 min Zentrifugation bei 1.000 x g und 4 °C wurde
das Pellet durch 15 Ziige rehomogenisiert und nochmals zentrifugiert, um restliche
intakte Zellen noch aufzubrechen. Die Uberstande wurden vereinigt und 15 min
bei 4 °C und 10.000 x g zentrifugiert. Das Pellet mit angereicherten Mitochondrien
und Lysosomen wurde in 300 pl A. dest. und Proteaseinhibitorcocktail (Sigma)

aufgenommen.

3.2.3.8.2 Fraktionierung mittels Saccharosegradienten

Puffer A 320 mM  Saccharose

1mM NaHCO3

1 mM MgCl,

0,5mM CaClk
Puffer B 320 mM  Saccharose

1mM NaHCO3
Frisches Hirngewebe wurde mit dem Skalpell zerkleinert und in 4 ml Puffer A pro
1 g Gewebe unter Zugabe von 50-fach konzentriertem Inhibitorcocktail
aufgenommen. Das Gewebe wurde durch 40 Zige im Dounce-Homogenisator
(Stempel A) homogenisiert und 10 min bei 1.400 x g und 4 °C zentrifugiert. Das
Pellet wurde durch 15 Ziige in 2 ml Puffer A pro 1 g Gehirn rehomogenisiert. Beide
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Uberstande wurden vereinigt und 10 min bei 13.800 x g bei 4 °C zentrifugiert. Das
Pellet mit den angereicherten Lysosomen, Mitochondrien und Synaptosomen
wurde in 2,4 ml Puffer B pro 1 g Hirn und Proteaseinhibitoren resuspendiert und
anschlielend auf einen diskontinuierlichen Saccharose-Gradienten Uberschichtet.
Der Gradient bestand aus drei Schichten mit jeweils 1,3 ml 0,85 M, 1 Mund 1,2 M
Saccharose. Die Trennung der subzellularen Kompartimente erfolgte durch 2 h
Zentrifugation bei 83.000 x g und 4 °C im SW55-Rotor. Die sichtbaren
Proteinbanden an den Stufenibergangen wurden abgenommen, wobei die
Proteinbanden von oben nach unten als Fraktion 1 bis 3 bezeichnet wurden. Die
Fraktionen 1 bis 3 wurden mit 1, 5 ml 0.25 M Saccharoselésung verdinnt und
nochmals 30 min bei 100.000 x g und 4 °C im AT4-Rotor zentrifugiert. Das
Proteinpellet wurde in 200 pl 0,1 % Triton X-100 resuspendiert, ebenso das Pellet
des Saccharosegradienten selbst (Fraktion 4).

3.2.3.8.3 Herstellung von Gehirngewebehomogenaten und
Isolierung des Speichermaterials

Zur Isolierung des Speichermaterials aus OCL6-Schafshirngewebe wurde
zunachst die graue Substanz von der weil3en Hirnsubstanz manuell mit einem
Spatel abgeschabt. Die erhaltenen 2 g graue Substanz wurden mit A. dest. auf ein
Volumen von 20 ml gebracht, mit dem Tissue Tearer (Dremel, USA)
homogenisiert, anschlieRend 2 x 20 s bei maximaler Starke sonifiziert und 1 h bei
RT inkubiert. Das Homogenat wurde entweder sofort fir Westernblotanalysen
verwendet oder 10 min bei 4 °C und 7.000 x g zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Der entstandene braune Ring des Pellets wurde vorsichtig isoliert und
in 500 pl A. dest. resuspendiert. Diese Fraktion wurde auf einen linearen
Gradienten von 20 % bis 35 % Casiumchlorid aufgetragen und 15 h bei 4 °C und
100.000 x g in einem SW41-Rotor zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde das
unter der UV-Handlampe fluoreszierende Speichermaterial abgenommen, 1:10 mit
A. dest. verdunnt und erneut 10 min bei 4 °C und 10.000 rpm zentrifugiert. Das

entstandene Pellet mit dem Speichermaterial wurde in 1 ml A. dest. geldst.
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3.2.3.8.4 Herstellung von Membranfraktionen und Trypsin-
Verdau aus transfizierten BHK-Zellen

Lysispuffer fur 15% Triton X-100
Membranproteine: 1% Natriumdesoxycholat
0,1 % SDS
1% BSA
0,5M NacCl

10 mM Tris/HCI pH 7,4

Transient transfizierte BHK-Zellen (6 cm?-Platte) wurden nach 24 h 3 x mit 10 mM
PBS gewaschen, in 2 x 2 ml 0,25 M Saccharose/10 mM Tris pH 7,4 abgeschabt
und durch 5 min Zentrifugation bei 1.000 rpm pelletiert. Die Zellen wurden in 1 ml
0,25 M Saccharose/10 mM Tris pH 7,4 resuspendiert und durch 15 Zige im
Dounce-Homogenisator (Stempel A) homogenisiert. Eine Zentrifugation fir 2 min
bei 1.000 x g und 4°C trennte die Zellkerne ab. Der Uberstand wurde 20 min bei
20.000 x g und 4 °C im SS34-Rotor erneut zentrifugiert und das entstandene
Pellet wurde in 100 pl 10 mM PBS/5 mM Jodacetamid/2 mM EDTA durch 10 Zlge
rehomogenisiert. Zu einer Halfte des Ansatzes wurden 5 pl der Trypsin-
Stocklésung (10,76 mg/ml PBS) gegeben und zur anderen Halfte die
entsprechende Menge PBS. Beide Anséatze wurden 60 min bei 37 °C inkubiert.
Nach Zugabe von Protein-Auftragspuffer erfolgte die Auftrennung durch SDS-
PAGE und die Detektion der Proteine durch Westerblot (3.2.3.5). Alternativ
wurden die mit dem MPR300 transfizierten BHK-Zellen nach 24 h tGber Nacht mit
[¥S]-Methionin markiert (3.2.2.6), bevor sie fiir den Trypsin-Verdau vorbereitet
wurden. Nach der Inkubation mit Trypsin wurde der Verdau durch Zugabe von
600 ul Lysispuffer fur Membranproteine gestoppt und der MPR300 wurde
immunprazipitiert (3.2.2.7).

3.2.3.9 Zwei-dimensionale-Gelelektrophorese

Rehydrierungspuffer 8 M Urea
2% Chaps
0,5% IPG-Puffer pH 3-10 (Amersham
Pharmacia)
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10 x Auftragspuffer 5% IPG-Puffer pH 3-10 (Amersham
Pharmacia)
20 % Chaps
200mM  DTT
Aquilibrierungspuffer 50 mM  Tris/HCI pH8,8
6 M Urea
30 % Glycerol
2% SDS

Die getrockneten Streifen (pH 3-10; 11 cm) fir die isoelektrische Fokussierung
(IEF) wurden tber 15 h in 200 ul Puffer rehydriert. Die Proteine (0,15 mg) wurden
in 10 pl Auftragspuffer und 48 mg Harnstoff in einem Gesamtvolumen von 100 pl
geldst und durch ,cup-loading” auf die IEF-Streifen aufgetragen. Alle Lésungen
waren jederzeit mit Cover Fluid Gberschichtet, um das Ausfallen des Harnstoffs zu
verhindern. In der Multiphore Ill-Kammer wurden die Proteine im IEF-Streifen
durch Applikation von 20kVh in drei Stufen (1 Vh bei 300 V, 2800 Vh bei 3500 V
und 17,2 kVh bei 3500 V) getrennt. Nach der IEF wurden die Proteine im IEF-
Streifen 15 min in Aquilibrierungspuffer mit SDS beladen und somit fiir die zweite
Dimension, der Auftrennung nach Masse, vorbereitet. Der Gelstreifen wurde dazu
qguer auf ein 12,5 — 15 % SDS-PAGE-Gel gelegt.

3.2.3.10 Massenspektrometrische Analyse von Proteinen

Die massenspektrometrische Analyse von Proteinen erfolgte durch MS-MALDI-
TOF. Die Proteine wurden mit Coomassie oder Silber angefarbt und aus dem Gel
ausgeschnitten wurden. Die Analyse erfolgte kommerziell durch die Firma
Megamedics in Wedel unter Verwendung des Voyager-DE™ PRO (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).

3.2.3.11 Immunhistochemie

In Paraffin eingebettetes Gehirngewebe wurde als 4-10 um dinne Schnitte auf
Objekttrager gezogen und von Dr. Jaana Tyyneld, Universitat Helsinki, zur
Verfigung gestellt. Das Paraffin wurde in verschiedenen Béadern entfernt: 3 x
5 min in Xylene, 2 x 5 min in 99 % Ethanol, 1 x 5 min in 96 % Ethanol, 1 X 5 min in
70 % Ethanol und 3 x 5 min in A. dest. Fur die optimale Antigenerkennung wurden

die Schnitte durch 4 x 5 min Kochen in der Mikrowelle bei maximaler Starke in
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10 mM Citratpuffer, pH 6, permeabilisiert. Die Schnitte wurden in Citratpuffer
abgekunhlt, 3 x 5 min in 10 mM PBS gewaschen und 30 min in 5 % BSA in PBS
inkubiert. Der primare Antikdrper wurde 1:200 verdiinnt in 1 % BSA/PBS und Uber
Nacht bei 4 °C auf den Schnitten in einer feuchten Kammer inkubiert.
Anschlieend wurden die Schnitte in PBS-Badern 3 x 5 min gewaschen und fir
30 min in einer feuchten Kammer mit dem Peroxidase-konjugierten sekundaren
Antikorper (1:65 verdinnt in 1 % BSA/PBS) inkubiert. Nachdem die Schnitte
erneut 3 x 5 min in PBS-Badern gewaschen wurden, erfolgte die Inkubation ftr
30 min mit den Lésungen A und B, 1:50 verdinnt in PBS, aus dem Vectastain
Elite ABC-Reagent-Kit der Firma Vector. Nach weiterem Waschen der Schnitte mit
PBS folgte die Detektion durch Inkubation mit der AEC-LOsung der Firma Vector
fur 5 — 15 min. Die Schnitte wurden 2 x mit A. dest. gespult und 20 s in 1:5
verdiinnter Mayers-Hematoxylin-Losung gefarbt. Uberschiissige Farblosung
wurde durch intensives Spilen mit A. dest. entfernt. Anschlieend wurden die

Schnitte mit Vectashield Mounting Medium (Vector) eingebettet.

3.2.3.12 Jodierung von Arylsulfatase A

Jodogen 1mM Jodogen (0,8 mg in 577 pl CH.CI, l6sen
und 1:3 in CH,Cl, verdiinnen)
Elutionspuffer 0,1 % KJ
0,05% BSAiIn 10 mM PBS
Boratpuffer 20 mM Borat pH 8,0
Jodierungsansatz 1 g Arylsulfatase A

100 uCi Na[***J] mit Boratpuffer ad 60 pll
Zur Jodogenbeschichtung wurden Glasspitzréhrchen schrdg in einen Rotor
eingespannt, 80 pl der Jodogenverdinnung zugegeben und im Stickstoffstrom
unter Rotation von Dichlormethan befreit. Beschichtete Glasspitzrohrchen sind bei
-20 °C circa 8 Wochen haltbar. Vor Jodierungsbeginn wurde eine 5 ml NAP& -
Fertigsaule mit Sephadex G-25 mit 30 ml Elutionspuffer &aquilibriert. Der
Jodierungsansatz wurde 2 min auf Eis inkubiert und dann in das mit Jodogen
beschichtete R6hrchen Uberfihrt. Dieses wurde 8 min auf Eis rotiert, und die
Reaktion wurde in ein unbeschichtetes Rohrchen tberfuhrt. Das Jodogenrdhrchen
wurde mit 140 pl Boratpuffer nachgespilt und das Volumen des Ansatzes durch

Zugabe von 300 pl Elutionspuffer auf 500 pl erhoht. Der Reaktionsansatz wurde
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auf die G25-Saule zur Entfernung des nichtumgesetzten [*2°J]-Na-Jodids
aufgetragen und in 0,5 ml Fraktionen eluiert. Von den 10 Fraktionen wurde je 1 pl
im Gamma-Counter gezahlt. Fraktionen, die jodierte Arylsulfatase A enthielten,
wurden gepoolt und bei 4 °C gelagert. Zur Bestimmung der spezifischen Aktivitat
wurde die cpm-Zahl der vereinigten Fraktionen berechnet und auf die
Gesamtmenge des eingesetzten Proteins bei angenommener verlustfreier

Wiederfindung bezogen.

3.2.3.13 ['®J]-Arylsulfatase A-Endozytoseassay

Kultivierte Kontroll- und OCL6-Schafsfbroblasten wurden 4 h bei 37 °C mit DMEM/
0,05 % BSA, das 100.000 cpm [*J]-Arylsulfatase A (ASA) enthielt, in An- und
Abwesenheit des kompetitiven Inhibitors Mannose-6-Phosphat (M6P)-Natriumsalz
(5 mM) inkubiert. Die M6P-abhangige Aufnahme der ASA wird ausschlief3lich von
dem MPR 300 vermittelt und kann deshalb durch Zugabe von MG6P inhibiert
werden. AnschlieBend wurde das Medium abgenommen, die Zellen 5 x mit kaltem
PBS auf Eis gewaschen und oberflachengebundene ASA durch 2 Waschschritte
mit M6P-Bariumsalz (2 mM in PBS) fur 5 min entfernt. Nach einem weiteren
Waschschritt mit PBS wurden die Zellen in 1 ml PBS abgeschabt und die
zellassoziierte Radioaktivitat im g-Counter gezéhlt. Die Zellen wurden sedimentiert
und unter reduzierenden Bedingungen durch SDS-PAGE und Autoradiographie
analysiert.

3.2.3.14 Biotinylierung von Zelloberflachenproteinen

Biotinldsung 0,5 mg/ml  Sulfo-NHS-SS-Biotin in 10 mM PBS
Reduktionslésung 50 mM 2-Mercaptoethanesulfat (MESNA)
100 mM NacCl
50 mM Tris/HCI pH 8,6

1 mM MgCl,
0,1 mM CaCl,
Quenchlésung 1% BSA

5mg/ml  Jodacetamid in 10 mM PBS
Kultivierte Kontroll- und OCL6-Schafsfbroblasten wurden auf 4 °C abgekuhlt, 3 x
mit 10 mM PBS gewaschen, 2 x fir 15 min mit der Biotinldsung bei 4 °C inkubiert

und anschlieRend 4 x mit 10 mM PBS gewaschen. Je ein Ansatz der Zellen wurde
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3 x 30 min bei 4 °C mit dem Reduktionspuffer inkubiert, um gebundenes Sulfo-
NHS-SS-Biotin wieder abzuspalten. Danach erfolgte fir alle Ansétze eine
Inkubation fur 20 min bei 4 °C mit der Quenchlésung, um freie SH-Gruppen
abzusattigen. Nach erneutem Waschen mit 10 mM PBS wurden die Zellen
abgeschabt, pelletiert und durch Immunprazipitation (3.2.2.7) wurde das zu
untersuchende Protein gefallt, durch SDS-PAGE aufgetrennt und mit anti-

Streptavidin-Antikdrpern und ECL im Westernblot analysiert (3.2.3.5).
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4 ERGEBNISSE

4.1 Zwei-dimensionale-Gelelektrophorese

Die zwei-dimensionale (2D)-Gelelektrophorese trennt Proteine in der ersten
Dimension aufgrund ihres isoelektrischen Punktes (pl) in einem immobilisierten
pH-Gradienten auf. Danach erfolgt die Separation der zuvor mit SDS beladenen
Proteine aufgrund ihres Molekulargewichtes durch SDS-PAGE (zweite
Dimension).

Wenn die 2D-elektrophoretische Auftrennung von Extrakten aus angereicherten
Lysosomen und Mitochondrien (ML-Fraktionen) von humanen Fibroblasten
(3.2.3.8.1) gemal der Angaben des Herstellers Pharmacia durchgefihrt werden
(Berkelman & Stenstedt, 1998), nach denen die Proteine in den
Rehydrierungspuffer gegeben werden und die isoelektrische Fokussierung (IEF)
nach 11 — 15 kVh beendet ist, war die Wiederfindung der eingesetzten Proteine
gering. Um eine mogliche Degradation wahrend der langen (16 h)
Rehydrierungszeit auszuschliel3en, wurden die Proteine durch ,cup-loading” erst
wahrend der ersten Dimension aufgetragen. Es konnte mit Hilfe eines IEF-
Standards gezeigt werden, daf? die Proteine nach ,cup-loading® im IEF-Streifen
intensiver anfarbbar waren. Zusatzlich hat sich eine Verlangerung der
Fokussierungszeiten auf 20 kVh als gunstiger fur die Auflosung der zu trennenden
Proteingemische erwiesen. Die Ublicherweise angewandte Fixierung der IEF-
Streifen mit Agarose auf den SDS-PAGE-Gelen behindert den Transfer der hier
untersuchten Proteine von der ersten in die zweite Dimension. In allen weiteren
Untersuchungen wurden die Proteinextrakte (0,15 mg Protein) durch ,cup-loading”
auf die IEF-Streifen (pH 3-10) geladen, wobei die IEF nach der Applikation von
20 kVh beendet wurde. Die Proteine in den Streifen wurden danach durch SDS-
PAGE (12,5-15 % Acrylamid) inklusive 4 % igem Sammelgel getrennt.

Die Proteinextrakte sollten direkt nach der Praparation verwendet werden, da nach
mehrmaligem Einfrieren und Auftauen von ML-Fraktionen, aber auch von anderen
Proben eine Abschwachung der Signalintensitat nach 2D-Elektrophorese und

Silberfarbung zu beobachten war.
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Um die Reproduzierbarkeit der Proteinmuster nach der 2D-Elektrophorese und
Silberfarbung zu bestimmen, wurden lysosomale Fraktionen (F4) aus Hirngewebe
von 23 Tage alten Mausen, die parallel oder an verschiedenen Tagen prapariert
wurden, durch unabhéngige 2D-Elektrophorese und Silberfarbung analysiert. Es
konnten Proteine in einem pH-Bereich von 4,5 bis 10 und einer molaren Masse
von 66 bis wenigen kDa festgestellt werden. Einige, stellvertretend fir viele, in
Abb. 1 umrandete Proteinmuster lassen sich leicht in beiden Praparationen
wiederfinden. So sind z.B. die Proteinmuster in (a), (d) und (e) zwar bei beiden
Praparationen der Wildtyp-Mause als auch beim Material der CtsD-defizienten
Maus gleich, aber die Intensitaten der einzelnen Spots in diesen Mustern
unterscheiden sich teilweise. Beim Muster (b) und (f) sind sowohl die Verteilung
der Spots, als auch ihre relativen Intensitaten gleich. Einige Proteine sind in der
Préaparation 2 nicht nachweisbar (z.B. Pfeil g und Muster ¢ und h) und andere
lassen sich nicht in der Praparation 1 detektieren (z.B. Pfeil i). Insgesamt gibt es
jedoch mehr Ubereinstimmungen bei paraller Praparation (WT Prap. 1 und CtsD-/-
Prap. 1) und 2D-Elektrophorese und die Unterschiede im Proteinmuster sind durch

die Defizienz des CtsD bedingt.
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Abbildung 1. Reproduzierbarkeit von zwei-dimensionaler elektrophoretischer Auftrennung von
Proteingemischen.

F4-Fraktionen (0,15 mg Protein) wurden von 23 Tage alten Wildtyp (WT)- und CtsD-defizienten (CtsD-/-) -
Maushirnen hergestellt (Prép. 1). Zusétzlich wurde das Hirn einer weiteren Wildtyp-Maus im gleichen Alter
aus einem anderen Wurf und zu einem anderen Zeitpunkt prépariert (Prép. 2). Die F4-Fraktionen der Wildtyp
Préparation (WT Prép. 1 und 2) wurden unabhéngig voneinander durch 2D-Elektrophorese aufgetrennt und
mit Silber geférbt. Die WT und CtsD-/- Praparationen wurden unter identischen Bedingungen prapariert und
durch 2D-Elektrophorese und Silberférbung analysiert. Die Positionen des Molekulargewichtstandards sind
gekennzeichnet. Gleiche Proteinmuster sind umrandet und unterschiedliche Spots mit einem Pfeil
gekennzeichnet.
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4.2 Proteinanalyse von kultivierten CLN6-Fibroblasten

und Geweben

4.2.1 Vergleich der Proteinmuster von Kontrollen und
CLN6/OCL6-Fraktionen

In Zellen und Geweben von CLN6-Patienten kommt es zu einer Akkumulation der
mitochondrialen c-Untereinheit der ATP-Synthase (sub c) in den Lysosomen
(Palmer et al., 1992; Palmer et al., 1989). Wahrend die Speicherung von sub c in
den meisten Zellen, z.B. auch in kultivierten Fibroblasten der Patienten beobachtet
werden kann, sind nur die Neuronen von Degenerationsprozessen betroffen.

Um den Pathomechanismus der CLNG6-Erkrankung besser zu verstehen, wurde
zunachst das Proteinmuster von Mitochondrien- und Lysosomen- (ML) Fraktionen
(Ezaki et al., 1996) aus kultivierten Hautfibroblasten eines CLN6-Patienten (J.M.)
mit denen eines Kontrollpatienten (M.T.) verglichen. Wie in Abb. 2A zu sehen ist,
gibt es beim CLN6-Material nach 2D-Elektrophorese diverse Unterschiede im
Proteinmuster im Vergleich zu den Proben von Kontrollzellen (Unterschiede sind
durch Pfeile gekennzeichnet). Unterschiede lassen sich jedoch auch durch
einfache SDS-PAGE-Auftrennung erkennen (Abb. 2B; markiert durch nummerierte
Pfeile).

Anschlieend wurden verschiedene Proteinspots aus 2D-Gelen bzw.
Proteinbanden aus 1D-SDS-PAGE-Gele ausgeschnitten (Abb. 2A und B; Nr. 1-4).
Nach Trypsinverdau und Gelextraktion wurden die Peptide durch MS-MALDI-TOF
analysiert. Die erhaltenen Peaks der Peptidmassen wurden mit Hilfe des
Programms MS-Fit/ProteinProspector (http://prospector.ucsf.edu) mit der Swiss-
Prot.010501-Datenbank verglichen.

Der Spot Nr. 1, dessen Menge in Patientenmaterial stark erhéht ist, wurde als
Mangan-abhangige Superoxid-Dismutase (MnSOD) identifiziert (Abb. 2A).
MnSOD ist ein mitochondriales Protein von 24,5 kDa, das als Radikalfanger fur
Superoxidanionen dient (Macmillan-Crow & Cruthirds, 2001). Auch nach 1D-
Auftrennung konnte eine in Patientenmaterial mengenmafig erhdohte Bande bei

etwa 25 kDa nachgewiesen werden, die ebenfalls als MnSOD identifiziert wurde
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(Abb. 2B). Andere, nur mit Pfeil gekennzeichnete Proteinspots ergaben keine

auswertbaren Ergebnisse bei der Massenspektrometrie.
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Um dieses Ergebnis zu bestatigen, wurden Westernblots mit anti-MnSOD-
Antikorpern von zweidimensional aufgetrennten ML-Fraktionen aus kultivierten
Fibroblasten von Kontroll- und CLN6-Patienten durchgefiihrt. Wie Abb. 3 zeigt, ist
nach densitometrischer Auswertung die Menge an MnSOD-immunreaktivem
Material tatséchlich in CLN6-Patienten um den Faktor 18 erhdht im Vergleich zu
den Kontrollzellen. Der nach 2D-Elektrophorese bestimmte pl von 7,7 stimmt mit

dem theoretischen pl von MnSOD (uberein.

pl 3 10
45 —

30 —

20 —
14 —

45 —

30 —
. ] CLNG6

20 —
14 —

Abbildung 3: MnSOD-Westernblot von ML-Fraktionen aus kultivierten Fibroblasten von Kontroll-
und CL N6-Patienten.

Extrakte aus ML-Fraktionen (0,15 mg Protein) von Kontroll- (Ko; M.T.) und CLN6 (J.M.)-
Patientenfibroblasten wurden durch 2D-Elektrophorese unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt. Nach
Inkubationen mit dem anti-MnSOD-Antiserum (1:500) fir 2 h und HRP-gekoppelten Sekundérantikorpern
fur 1 h bei RT, wurden die gebundenen Antikdrper mit ECL sichtbar gemacht.
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Erhohte Mengen an MnSOD-immunreaktivem Material konnten in ML-Fraktionen
aus kultivierten Fibroblasten von zwei weiteren, nicht verwandten CLNG6-Patienten
(M.P. und M.S.) aus Tschechien im Westernblot nachgewiesen werden (Abb. 4A).
Die densitometrische Auswertung des Blots ergab eine 5,2- bis 6- fache
Steigerung des MnSOD immunreaktiven Materials in CLN6-Patienten. Dagegen ist
die Menge an Lampl, einem lysosomalen Transmembranprotein, in den ML-

Fraktionen aller untersuchten Patienten und Kontrollen gleich. (Abb. 4B).

20_ Abbildung  4:  MnSOD-
Westernblot von ML-
Fraktionen aus Fibroblasten
von verschiedenen CLNG6-

B Patienten.

Proteine aus ML-Fraktionen

220_ (30 pg Protein) kultivierter
Kontroll- (Ko; T.M.) und

< Patientenfibroblasten  (CLNG®;
97_ ---. Lamp1 JM., M.P., M.S.) wurden unter

reduzierenden Bedingungen
66— durch SDS-PAGE aufgetrennt,
auf Nitrocellulosemembran ge-
blottet und mit anti-MnSOD-
4 5_ Antikérpern  (A) oder anti-

Lampl-Anti-kérpern  (B) und
ECL analysiert.

Um die Spezifitit der erhohten MnSOD-Spiegel von CLNG6-Patienten zu
untersuchen, wurden ML-Fraktionen aus Fibroblasten von einem CLN2 (M.G.)-
und zwei CLN3-Patienten (J.E. und C.C.) analysiert. Weiterhin wurden
Lysosomen-angereicherte F4-Fraktionen aus Hirnhomogenaten Cathepsin D
(CtsD)-defizienter Mause auf den Gehalt an MnSOD untersucht. Wie Abb. 5 zeigt,
ist die Proteinmenge von MnSOD ausschlie3lich in Fibroblasten von CLNG6-
Patienten erhoht.
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Abbildung 5: MnSOD ist spezifisch in
CLNG6-Fibrablasten erhoht.
ML-Fraktionen (30 pg Protein) von

30— Kontroll (Ko; M.T.)- CLN2 (M.G.)- (A),
CLN3 (JE. und C.C)- und CLN6

‘ Y (M.T.)-Patientenfibroblasten 8), sowie
F4-Fraktionen von Wildtyp (CtsD+/+)-

20_ und CtsD-defizienten (CtsD-/-)- Hirn-

homogenaten C) wurden durch SDS-
PAGE unter reduzierenden Bedingungen
und durch Westernblot mit anti-
MnSOD-Antikérpern (1:500) und ECL

1 4 untersucht.

Bei der Analyse einer Probe grauer Substanz aus dem Hirn eines 8-jahrigen

CLN6-Patienten konnte das Ergebnis aus den Fibroblasten bestéatigt werden. Die
MnSOD immunreaktive Proteinmenge ist im CLN6-Hirnhomogenat um etwa 7-fach
erhoht (Abb. 6A). Dagegen bleibt die Menge an einem anderen mitochondrialen
Enzym, die Glycerol-3-phosphat-dehydrogenase (GPDH), in CLN6-Homogenaten
unverandert (Abb. 6B).
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Abbildung 6: Gesteigerte MnSOD-Spiegel im Hirn eines CL N6-Patienten.

Die Hirnhomogenate (30 pg Protein) von gleichaltrigen Kontroll- (Ko) und CLN6-Patienten wurden durch
SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und auf Nitrocellulosemembran transferiert. Der
anti-MnSOD-Antikorper (1:500) (A) und das anti-GPDH-Antiserum B) wurden durch HRP-gekonjugierte
Sekundérantikorper und ECL detektiert.

Fur die CLN6-Erkrankung sind zwei natirlich entstandene Schafsmodelle
beschrieben worden, die OCL6-Southhampshire-Schafe aus Neuseeland und die
OCL6-Merino-Schafe aus Australien (Broom et al., 1998; Cook et al., 2002).
Klinische und biochemische Analysen haben ergeben, daR diese Tiere die
gleichen Symptome zeigen wie die CLN6-Patienten. Auch bei den Schafen kommt
es zur Akkumulation der sub c (Palmer et al., 1990; Palmer et al., 1992; Palmer et
al., 1989).

ML-Fraktionen aus Hautfibroblasten eines 18 Monate alten, an OCL6 erkrankten
Southhampshire-Schaf und eines gleichaltrigen gesunden Schafes wurden uber
2D-Elektrophorese aufgetrennt und anschlielend im Westernblot untersucht. Die
Menge an MnSOD ist in den ML-Fraktionen von OCL6-Zellen nach
densitometrischer Auswertung 20-fach erhéht im Vergleich zum Kontrollmaterial
(Abb. 7). Bei der OCL6-Probe laflt sich noch ein zweiter Spot mit einem etwas
saureren pl von 7.6 mit dem anti-MnSOD-Antikorper detektieren, der nicht in der

Kontrolle zu finden ist.
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20 S— Westernblotanalyse in ML-
Fraktionen von OCL6-
Fibroblasten.

14 T Je 0,15 mg Protein der ML-
Fraktionen von Kontroll- (Ko)

und OCL6-Schafsfibroblasten
wurden zweidimensional gel-
elektrophoretisch  aufgetrennt
und einer Silberfarbung

30 / unterzogen (oben) oder auf

Nitrocellulosemembran trans
OC L6 feriert. MnSOD wurde durch

o= Westernblot und ECL nach-
20 1 gewiesen. Die Pfeile zeigen das
| MnSOD-Signal im  Silbergel

von OCL6-Material (oben) oder

auf der Nitrocellulosemembran
1 4 — nach Westerbl ot an.

Bei der einfachen eindimensionalen Auftrennung der ML-Fraktionen durch SDS-
PAGE lafit sich densitometrisch eine 8-fache Steigerung der MNnSOD in erkrankten
OCL6-Schafsfibroblasten feststellen (Abb. 8).

Westernblotanalyse von Homogenaten aus Hirn (Cortex)- und Lebergewebe nach
2D-elektrophoretischer Trennung zeigte in beiden Organen von OCL6-Schafen
(17 Monate alt) densitometrisch stark erhohte Mengen (6,5-fach im
Hirnhomogenat und 4,4-fach in Leberhomogenaten) an MNnSOD immunreaktivem
Material (Abb. 9A und B).
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Abildung 8: MnSOD-Westernblot von

‘4 Kontroll- und OCL 6-Schafszellen.
ML-Fraktionen (30 pg Protein) von
20 - kultivierten Kontroll- (Ko) und OCL6-
Schafsfibroblasten wurden unter

reduzierenden Bedingungen durch SDS-
PAGE aufgetrennt und durch Western-
blot auf die Anwesenheit von MnSOD
aetestet.

Ahnlich wie bei der Analyse des Fibroblastenmaterials (Abb. 7) sind auch im
Hirngewebe von OCL6-Schafen zwei Isoformen mit ungefahren pl-Werten von 7,6
und 7,7 nachweisbar (Abb. 9A). Bei der Analyse des Lebergewebes waren

dagegen sowohl bei Kontrollen als auch beim OCL6-Schaf drei MnSOD-Isoformen
detektierbar (Abb. 9B).
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4.2.2 Charakterisierung der Erhdhung des MnSOD

Um zu untersuchen, ob das zusatzlich in CLN6-Patienten vorhandene MnSOD-
Protein enzymatisch aktiv ist, wurden zwei verschiedene Aktivitdtsassays
durchgefuhrt. Zum einen wurde die MnSOD-Aktivitat nach elektrophoretischer
Auftrennung von nativen (nicht gekochten) ML-Fraktionen im Gel sichtbar gemacht
(Beauchamp & Fridovich, 1971). Dabei wurden die durch SDS-PAGE getrennten
Proteine zun&chst renaturiert. Anschlielend wurde das Gel in Nitro-Blue-
Tetrazolium (NBT) und dann in einer Riboflavinldsung inkubiert, die an der Luft
Superoxidanionen produziert, die das NBT reduzieren. Die Aktivitat der MnSOD
wird als Inhibition der NBT-Reduktion dargestellt. Abb. 10A zeigt eine nicht durch
NBT gefarbte Bande von etwa 80 kDa, die einem MnSOD-Komplex entsprechen
muf3. Sowohl in ML-Fraktionen von CLNG6- als auch von OCLG6-Fibroblasten ist die
Inhibition der Blaufarbung durch NBT-Reduktion im Gel deutlicher (2- bzw. 3,5-
fach nach Densitometrie) nachweisbar.

Zum anderen wurde die Aktivitat der MNnSOD in einem photometrischen Test, der

auf dem gleichen Prinzip beruht (Oberley et al., 1987), gemessen (Abb. 10B).
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Sowohl in humanen CLN6-ML-Fraktionen als auch im entsprechenden OCLG6-
Material war im Vergleich zu den jeweiligen ML-Fraktionen aus kultivierten
Kontrollfibroblasten eine deutliche Zunahme (2,1- bzw. 3,4-fach) der MnSOD-

Aktivitat zu beobachten.

A

X-fach der Kontrolle

Ko CLN6 Ko OCL6

Abbildung 10: MnSOD-Aktivitéatsbestimmung in ML-Fraktionen von CLN6- und OCL 6-Fibroblasten.
Je 30 pg Protein von ML-Fraktionen aus Kontroll- (Ko; M.T.) und CLN6- (J.M.) Patientenfibroblasten und
dem entsprechenden Kontroll (Ko)- und OCL6-Schafsmaterial wurden unter nicht-reduzierenden
Bedingungen und ohne vorheriges Kochen durch SDS-PAGE aufgetrennt. Nach Renaturierung der Proteine
im Gel, erfolgte die Detektion der MnSOD-Aktivitét als Funktion der Nitro-Blue-Tetrazolium-Inhibition. Die
Cu/Zn-abhangige SOD1 wurde durch Zugabe von 0,33 M Natriumcyanid in den Reaktionspuffer inhibiert
(A). Photometrische Bestimmung der Aktivitdét von MnSOD in den gleichen ML-Fraktionen. Je 30 ug
Protein wurden eingesetzt. Der Mittelwert (n=3) der Kontroll-Fraktionen wurde auf 100 % gesetzt (B).
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Bei einem vorlaufigen Experiment wurde die Malondialdehyd (MDA)-Konzentration
in Fibroblastenextrakten einer Kontrolle (M.T.) und von zwei verschiedenen CLNG6-
Patienten bestimmt, die als ein Abbauprodukt der Lipidoxidation, als Malf3 fur die
erhohte MnSOD-Aktivitat gewertet werden kann. Der MDA-Gehalt war in den
beiden Zellextrakten der CLN6-Patienten 1,5- bis 2- fach erhdht im Vergleich zur

Kontrolle (Daten nicht gezeigt).

Der erhohte Gehalt an MnSOD-Protein in Extrakten von Fibroblasten und
Geweben aus CLN6 Patienten kann auf eine erhdhte Expression oder auf einen
verminderten Abbau zurlckzufiihren sein. Aus diesem Grund wurde die Menge
der MNnSOD-mRNA in Fibroblasten von einem Kontroll- und verschiedenen CLN6-
Patienten durch Real Time RT-PCR im Light Cycler bestimmt. Dazu wurden die
Mengen an MnSOD auf die Mengen an b-Actin (Abb. 11A) oder auf die der Cu/Zn-
abhangigen SOD1 bezogen (Abb. 11B). Die Menge an MnSOD mRNA ist in drei
unterschiedlichen CLN6-Patienten in Bezug auf b-Actin um das 3- bis 15- fache
erhoht. Bezogen auf die Cu/Zn-abhéangige SOD1 ist der Gehalt an MnSOD-mRNA
12- bis 23-fach erhoht, d.h. die erhohte MnSOD-Proteinmenge ist auf eine

gesteigerte Expression zurlckzufihren.

>

35 1
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x-fach MnSOD (fg) von Aktin (pg)

Ko (M.T.) CLN6 CLN6  CLN6
(M) (MS) (MP)
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Abbildung 11: Die Transkriptionsrate der MnSOD ist in CL N6-Patientenfibroblasten im Vergleich zur
Kontrolle erhoht.

Total-RNA wurde aus Fibroblasten von einem Kontroll- (Ko; M.T.) und drei CLN6-Patienten (JM.; M.S,;
V.P.)) isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die quantitative PCR wurde wie in 3.2.1.11 beschrieben
durchgefiihrt. Die Menge an b-Actin-mRNA in pg (A) oder SOD1-mRNA in fg 8) wurde as 1 und die
MnSOD-mRNA in fg in Bezug gesetzt. Die Graphik zeigt den Mittelwert von drei unabhéngigen
Experimenten, die jeweils in Dreifachbestimmungen durchgefihrt wurden. Als Standardreihe dienten
verschiedene Verdiinnungen des PCR-Produktes fir MnSOD, SOD1 und b-Actin.

4.2.3 Lokalisation von MnSOD in Gehirngewebe und

Fibroblasten

Um festzustellen, ob mitochondriale MNSOD &hnlich wie die mitochondriale sub ¢
in Lysosomen der Patientenzellen gespeichert wird und aus diesem Grund in
gesteigerten Mengen vorhanden ist, wurden aus Cortexmaterial eines Kontroll-
und eines OCL6-Schafes Speichermaterial isoliert. Die unter UV-Licht
autofluoreszierende Fraktion wurde im Westernblot auf das Vorhandensein von
sub ¢ (Abb. 12A) und MnSOD (Abb. 12B) untersucht. Es wird deutlich, daf3

MnSOD nicht in der mit sub c- angereicherten Fraktion zu finden ist.

63



Ergebnisse

A B
© ©

v v
*_0 00 %0 00
30— 30—

14— 14—

- <«

sub ¢ MnSOD

Abbildung 12: MnSOD liegt nicht im sub c-positiven Speicher material vor.

Eine autofluoreszierende Fraktion wurde aus OCL 6-Cortexmaterial unter reduzierenden Bedingungen durch
SDS-PAGE (17 % Acrylamid) getrennt. Aus cerebralem Cortex eines Kontrollschafes (18 Monate) wurde die
Fraktion unter gleichen Bedingungen isoliert und gleiche Volumina einer entsprechenden Gradientenfraktion
aufgetragen. Nach dem Transfer auf Nitrocellulosemembran erfolgte der Westernblot fur sub ¢ (A) oder fir
MnSOD (B). Die Detektion gebundener Antikérper erfolgte Uber HRP-gekoppelte Sekundérantikérper und
ECL.

Durch immunhistochemische Analysen wurde die Lokalisation der MnSOD
genauer bestimmt. Dazu wurden 4 bis 10 pm dinne Paraffinschnitte von
verschiedenen Gerhirnarealen eines CLNG6-Patienten, eines OCL6-Schafes und
von den jeweiligen Kontrollen bzw. eines CLN5-Patienten mit MNnSOD-Antikorpern
gefarbt. Im frontalen Cortex von Kontrollschnitten zeigte sich ein granuléres
zytoplasmatisches Signal, das mit einer mitochondrialen Lokalisation
Ubereinstimmt (Abb. 13A und C). MnSOD war in den Neuronen, v.a. in den grol3en
Neuronen der tiefen corticalen Schichten, zu finden. Es ist jedoch auch vereinzelt
in Gliazellen detektierbar. Innerhalb der weil3en Substanz konnte sowohl in den
Gliazellen als auch im Neuropil eine punktférmige Farbung von MnSOD
beobachtet werden, wobei die Intensitéat der Farbung in den Schnitten von CLNG6-
Patienten starker war als in den Kontrollschnitten (Abb. 13B und D). Zudem waren
auch hypertrophe Astrozyten im cerebralen Cortex stark gefarbt. Im Gegensatz
dazu zeigten die verbleibenden Neuronen in den CLNG6-Schnitten zwar grolRe

Mengen an Speichermaterial, aber nur geringe Mengen an MnSOD. Das
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Speichermaterial selbst zeigte keine Immunreaktivitat bei Farbung mit dem anti-
MnSOD-Antikorper, wahrend das angefarbte MnSOD-haltige Material eher durch
das Speichermaterial an den Rand der Neuronen gedrangt wurde.

Das starkste Signal mit dem anti-MnSOD-Antikorper konnte in den CLNG6-
Schnitten in reaktiven Astrozyten auf der Pons-Ebene der Corticospinal-Trakte
festgestellt werden (Abb. 13F). Dieses Signal war dagegen weder in den normalen
Kontrollen noch in Hirnschnitten eines CLN5-Patienten detektierbar (Abb. 13E).
Zwischen Kontroll- und OCL6-Schafsgehirnen waren die Unterschiede in der
MnSOD-Farbung nicht so ausgepragt wie im humanen Material. Die Neuronen,
v.a. in den tiefen Schichten des Cortex, und auch einige subcorticale Nuclei waren
sowohl in Kontrollen als auch in OCL6-Schnitten auffallend gefarbt (Abb. 13G-J).
Die Verteilung der MnSOD-Immunreaktivitat bei OCL6-Southhampshire- (Abb.
13G und H) und OCL6-Merino-Schafen (Abb. 13l und J) war im Wesentlichen
gleich. In beiden Schafsmodellen liel3 sich im Vergleich zu den Kontrollen eine
starkere punktférmige Farbung in Neuronen und im Neuropil feststellen. Die
Neuronen von an OCL6 erkrankten Tieren zeigten starkere Farbungsintensitaten
in den tiefen Schichten des Cortex und im Pons. Es wurden auch bei den OCL6-
Schafen einige MnSOD-positive Zellen mit Astrozytenmorphologie beobachtet,
doch diese waren in geringerer Zahl vorhanden als in den entsprechenden
humanen CLN6-Gehirnschnitten.
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Abbildung 13A-F: Immunhistochemischer Nachweis von MnSOD in humanem CL N6-Gehir ngewebe.
Im humanen frontalen Cortex von Kontrollen @) kann die MnSOD-Immunreaktivitét als gleichmalig
verteilte Granula im Zellsoma nachgewiesen werden. Dies ist besser sichtbar bel stéarkerer (2,5- fach)
VergréRerung (C). Es wurden einzelne, dunkel gefarbte Neuronen (*) im Kontrollgewebe gefunden. Im
frontalen Cortex von einem CLNG6-Patienten ) ist die aufféligste MnSOD-Immunreaktivitédt in den
reaktiven Astrozyten (Pfeilspitzen) im gesamten Cortex zu beobachten B und D). Die noch vorhandenen
Neuronen (Pfeil€) in den tiefen corticalen Schichten zeigen grof3en Mengen an Speichermaterial, das aber
nicht mit dem MnSOD-Antikorper geférbt wurde. Das Neuropil ist in allen erkrankten Patienten punktférmig
angeférbt. Astrozyten in cerebrospinalen Trakten sind auf der Ebene des Pons eines CLN5-Patienten nur
schwach geférbt (E). Im Gegensatz dazu sind die Astrozyten dieser Region in einem CLNG6-Patienten sehr
intensiv geféarbt ¢). Zur Detektion wurde das rote AEC-Chromogen verwendet. Die Schnitte wurden
anschlief3end mit Hematoxylin geférbt. (Balken @10 pm).
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Abbildung 13G-J: Immunhistochemischer Nachweis von MnSOD in OCL 6-Schafshir ngewebe.

Die immunhistochemische Analyse von OCL6-Hirngewebe zeigt eine gesteigerte Expression von MnSOD
im Cortex von an OCL6 erkrankten Southhampshire-Schafen (H) und Merino-Schafen (J) im Vergleich zu
den jeweiligen gleichaltrigen Kontrolltieren (G und [). In Southhampshire-Schafen zeigt sich die starkste
granuldre Farbung in Neuronen (Pfeile) der tiefen Schichten im frontalen Cortex (G). In den erkrankten
Southhampshire-Schafen war diese Farbung jedoch intensiver (H). Im enterorhinalen Cortex von OCL6-
Merino-Schafen (J) liegt eine intensivere Farbung der Neuronen der Lamina V vor als im entsprechenden
Bereich der Kontrolle (). In beiden OCL6-Stammen konnte auffélliges Speichermaterial (Pfeilspitze)
gefunden werden, das jedoch MnSOD-negativ war. Das rote AEC-Chromogen wurde zur Detektion von
MnSOD an den Schnitten aus Southhampshire-Schafen verwendet (G und H), wahrend fur die Farbung der
Schnitte von Merino-Schafen das braungeférbte DAB benutzt wurde. Die Schnitte wurden anschlief3end mit
Hematoxylin geférbt. (Balken @10 pum).

Zur Bestimmung der intrazellularen Lokalisation von MnSOD in Fibroblasten von
CLN6-Patienten, wurden Doppel-Immunfluoreszenz-Analysen durchgefiihrt. Dazu
wurden humane kultivierte Hautfibroblasten von einem Kontroll- (M.T.) und einem
CLN6-Patienten (J.M.) jeweils mit anti-MnSOD-Antikorpern und Antikbrpern gegen
die mitochondriale Cytochrom c¢ Oxidase (COX) oder das lysosomale
Membranprotein Lampl inkubiert. Die Detektion der gebundenen Antikdrper
erfolgte durch fluoreszenzgekoppelte Sekundarantikérper. Die Farbung der
MnSOD weist sowohl in Fibrolasten von Kontrollen (Abb. 14A und G) als auch des
CLN6-Patienten (Abb. 14D und J) ein perlkettenartiges intrazellulares Muster auf.
Dieses Muster wiederholt sich bei der Anfarbung von COX (Abb. 14B, E, H und K).
Die Uberlagerung zeigt eine deutliche Gelbfarbung sowohl in den Kontrollzellen
(Abb. 14C) als auch in CLN6-Fibroblasten (Abb. 13F) und damit die Kolokalisation
von MnSOD und COX. Im Gegensatz dazu zeigt die Farbung von Lampl
(Abb. 14H und K) ein typisch punktférmiges, lysosomales Muster. In der
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Uberlagerung der beiden Farbungen von MnSOD und Lampl gibt es keine
Gelbfarbung (Abb. 141 und L), d.h. die beiden Proteine liegen nicht im gleichen
Zellorganell vor. MnSOD ist sowohl in den Kontroll- als auch den CLNG6-

Hautfibroblasten in den Mitochondrien lokalisiert.

MnSOD Uberlagerung

MnSOD lamp1 Uberlagerung
Abbildung 14: Mitochondriale L okalisation von MnSOD in CLN6-Hautfibroblasten.
Subkonfluente Fibroblasten des Kontroll (Ko; M.T.)- und des CLN6-Patienten (J.M.) wurden fixiert,
permeablisiert und simultan mit dem anti-MnSOD-Antikérper aus Kaninchen und dem anti-Maus-COX-
Antikérper oder dem anti-Maus-Lampl-Antikorper inkubiert. Die Detektion der gebundenen Antikorper

erfolgte mit Ziege-anti-Kaninchen-FITC (grun; A, D, G, J) und Schaf-anti-Maus-Cy3 (rot; B, E, H, K)
Sekundérantikdrpern. Die Uberlagerung der beiden jeweiligen Bilder ist in C, F, | und L dargestellt.

CLNG6

CLNG6
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AbschlieRend l&Rt sich zusammenfassen, daf3 der Gehalt an MnSOD sowohl in
kultivierten humanen CLNG6 als auch in OCL6-Schafsfibroblasten stark erhoht ist.
Der Anstieg der MNnSOD-Konzentration ist auf eine gesteigerte Transkriptionsrate
zurtckzufithren. MnSOD ist funktionell aktiv und ist in Fibroblasten von CLNG6-
Patienten und OCLG6-Schafen in den Mitochondrien lokalisiert wie sowohl

immunhistochemische als auch Doppel-Immunfluoreszenz-Analysen ergaben.

4.2.4 \Weitere veranderte Proteine in CLNG-

Fibroblasten

Nach Auftrennung von Proteinen aus ML-Fraktionen von kultivierten Kontroll- und
CLNG6-Fibroblasten durch eine einfache SDS-PAGE sind neben dem
akkumulierten MnSOD-Protein (Abb. 2B; Nr. 1) noch weitere Unterschiede im
Proteinmuster erkennbar. MALDI-TOF-Analysen der ausgeschnittenen 90 kDa
(Abb. 2B; Nr.2), 41 kDa (Abb. 2B; Nr. 3) und 18 kDa Bande (Abb. 2B; Nr. 4)
ergaben, dall es sich um spezifische N-terminale Fragmente des a2-
Macroglobulins (a2-M) handelt.

Um dieses Ergebnis zu bestéatigen, wurden die ML-Fraktionen im anti-a2-M-
Westernblot getestet. Wie Abb. 15 zeigt, gibt es diverse immunreaktive Banden:
> 220 kDa, 74 kDa, 58 kDa, 41 kDa und 28 kDa. Bei der grof3ten und am starksten
immunreaktiven Bande handelt es sich wahrscheinlich um das a2-M-Dimer
(~360 kDa). Die immunreaktiven Banden von etwa 74 kDa, 58 kDa und 41 kDa
sind in der CLNG6-Fraktion deutlich in der Menge gegeniber den Kontrollen
reduziert (14-, 4,4- und 6,7-fach nach Densitometrie), wobei die 74 kDa und
58 kDa Banden in der Coomassie-Farbung unaufféllig sind. Das 18 kDa Fragment

wurde durch den anti-a 2-Macroglobulin-Antikdrper nicht erkannt.
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66_ - * 74 Abbildung 15: a2-Macroglobulin-
: T 58 Westernblotanalyse von ML-Fraktionen
aus Kontroll- und CLNG6-Fibraoblasten.
45_ . Proteingemische aus den ML-Fraktionen (30
~—41

pg Protein) von kultivierten Fibroblasten aus
Kontroll (Ko; M.T.)- und CLNG6-Patienten
30— . (JM.) wurden unter nicht-reduzierenden

h «—28 Bedingungen durch SDS-PAGE (10 %
Acrylamid) aufgetrennt, auf Nitrocellulose-
membran geblottet und mit anti-a2-
20_ Macroglobulin-Antikérpern (1:500) und ECL

analysiert.

4.2.5 Funktionelle Analyse der Lysosomen in OCLG6-

Fibroblasten

Da die Funktion des CLN6-Genproduktes unbekannt ist, sollte zun&chst
untersucht werden, ob der Transport und die proteolytische Prozessierung
lysosomaler Enzyme in OCL6-Fibroblasten beeintrachtigt ist. Dazu wurden
Kontroll- und OCL6-Schafsfibroblasten metabolisch fir 1 h mit [**S]-Methionin
markiert und entweder sofort oder nach einer 7-stiindigen Chase-Periode
geerntet. Sowohl aus den Medien als auch aus den Zellen wurde das l6sliche
lysosomale Enzym Cathepsin (CtsD) immunprazipitiert und nach SDS-PAGE
durch Fluorographie detektiert. Wie in Abb. 16 zu sehen ist, ist nach dem Pulse
ein 45 kDa CtsD-Polypeptid sichtbar, dessen Syntheserate sich in Kontroll- und
OCLG6-Fibroblasten nicht wesentlich unterscheidet. Nach der Chase-Periode
wurden 14 % des gesamten [°S]-Methionin-markierten CtsD in das Medium als
51 kDa Form sezerniert, wobei ca. 13 % des neusynthetisierten CtsD in dieser Zeit
zur 30 kDa Form prozessiert werden. Die Prozessierungsrate unterscheidet sich
nicht in Kontroll- und OCLG6-Fibroblasten. Die CtsD-Aktivitat war ebenfalls
unverandert in OCL6-Fibroblasten (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 16: Die Synthese und Prozessierung von Cathepsin D in OCL 6-Schafsfibroblasten.

K onfluente Kontroll- (Ko) und OCL 6-Schafsfibroblasten wurden fur 1 h metabolisch mit [*°S]-Methionin (70
KUCi/ml) markiert und entweder sofort abgeerntet oder einem Chase fir 7 h unterzogen. CathepsinD wurde
aus dem Medium und den Zellextrakten immunpréazipitiert und durch SDS-PAGE (10 % Acrylamid) und
Fluorographie detektiert.

Neben dem Biosyntheseweg kann der Mannose-6-Phosphat-Rezeptor (MPR)-
abhangige Transport lysosomaler Enzyme Uber den Endozytoseweg zu den
Lysosomen erfolgen. Aus diesem Grund wurde in OCL6-Schafsfibroblasten die
Endozytose eines MPR-Liganden verfolgt. Dazu wurde [*?°J]-markierte humane
rekombinante Arylsulfatase A (ASA) dem Zellmedium von Kontroll- und OCL6-
Fibroblasten zugegeben und in An- und Abwesenheit von Mannose-6-phosphat
(M6P) fur 4 h bei 37 °C inkubiert. Zelloberflachengebundenes Material wurde
anschlieBend bei 4 °C mit M6P verdrangt und die internalisierte }2°J]-ASA (iber
die Messung der Radioaktivitat und durch SDS-PAGE autoradiographisch
bestimmt. Die densitometrische Auswertung ergab, dal3 in OCL6-Fibroblasten bis
zu 100-fach mehr ['?®J]-ASA nachweisbar war als in den Kontrollzellen
(Abb. 17A). Die Aufnahme ist spezifisch und laf3t sich fast vollstandig durch M6P
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hemmen. Im Vergleich dazu wurde bis zu 130-fach mehr [}?°J]-ASA M6P-
spezifisch von den humanen Kontrollzellen (HKo) aufgenommen.

Die erhéhte Menge an [**J]-ASA in OCL6-Zellen kann a) auf eine erhohte
Endozytose oder b) auf einen verminderten Abbau in den Lysosomen
zurtckzufiihren sein. Eine gesteigerte Endozytoserate kann wiederum durch eine
erhohte Zahl an 300 kDa M6P-Rezeptoren (MPR300) oder durch eine schnellere
Internalisierungskinetik der MPR300 an der Zelloberflache erklart werden.
Zunachst wurde der Gesamtgehalt der MPR300 in den Kontroll- und OCL6-
Fibroblasten mit Hilfe eines Westernblots unter Verwendung von Antikdrpern
gegen den humanen MPR300 geprift. Die Signalstarke des immunreaktiven
ovinen MPR300 war sehr schwach (Abb. 17B), aber ohne signifikante
Unterschiede. Alternativ wurde die Gesamtmenge der ovinen MPR300 durch
einen Antikérper-unabhangigen Overlay-Blot mit }2°J]-ASA bestimmt (Abb. 17C).
Die densitometrische Auswertung ergab wieder, dal3 die Menge der MPR300 in
Kontroll- und OCL6-Fibroblasten gleich ist. Um zu untersuchen, ob die Verteilung
der MPR300 sich in den beiden Zelltypen unterscheidet und mehr MPR300 im
,Steady state® an der Zelloberflache lokalisiert sind, wurden alle
Zelloberflachenproteine der Schafsfibroblasten bei 4 °C biotinyliert und die Menge
an MPR300 mit folgender Immunprazipitation bestimmt. Als Kontrolle wurde bei
den Proteinen der Kontrollzellen die Biotingruppe anschlie3end durch Reduktion
der Linker-Disulfidbricken wieder abgespalten. Die Auswertung eines vorlaufigen
Experimentes ergab, dal3 es keine Unterschiede in der an der Zelloberflache
vorliegenden MPR300-Menge zwischen Kontroll- und OCL6-Schafsfibroblasten
gibt. Um die Abbaurate innerhalb einer 4-stiindigen Endozytosezeit zu bestimmen,
sind [**°J]-markierte ASA-Praparationen notwendig, die keine bzw. nur einen
geringen Anteil an freier Radioaktivitdt enthalten (= 1 %) und am besten Uber

MPR-Affinitatssaulen gereinigt sind. Diese Untersuchungen stehen noch aus.
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Abbildung 17: Endozytose von [1%°J]-ASA in Schafsfibroblasten.

Kontroll (Ko)-, OCL6-Schafszellen und humane Kontrollfibroblasten (HKo; B.C.) wurden in An- und
Abwesenheit des kompetitiven Inhibitors Mannose-6-Phosphat (M6P; 5 mM) fiir 4 h bei 37 °C mit £%]-
ASA (100.000 cpm/ml) inkubiert. Nach Entfernung der an die Zelloberflache gebundenen ASA durch
Waschen mit M6P (2 mM), wurden die Zellysate unter nicht reduzierenden Bedingungen durch SDS-PAGE
(10 % Acrylamid) und Autoradiographie analysiert A). Die Zellysate von Kontroll- (Ko) und OCLG6-
Fibroblasten wurden durch SDS-PAGE (8 % Acrylamid) unter nicht reduzierenden Bedingungen getrennt,
auf Nitrocellulosemembran transferiert und MPR300 wurde entweder im Westernblot mit anti-MPR300-
Antikorpern  (B) oder mit [*?°J-ASA (100.000 cpm/ml) im Overlay-Blot nachgewiesen (C).
Zelloberflachenproteine von Kontroll (Ko)- und OCL6-Schafsfibroblasten wurden biotinyliert. Bei einem
Ansatz (+) wurden die Biotingruppen anschlief3end wieder durch Reduktion mit MESNA entfernt. Alle
Proben wurden mit anti-MPR300-Antikorpern immunprézipitiert, durch SDS-PAGE getrennt, auf
Nitrocellulosemembran transferiert und mit anti-Streptavidin-Antikdrper und ECL detektiert ©). Die Pfeile
in B, C und D geben die Position des MPR300 an.
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4.2.6 Expression des CLN6-Genproduktes

Um das CLN6-Genprodukt (CLN6p) zu charakterisieren, wurde die vollstéandige
CLN6 cDNA aus einem EST-Klon (IMAG p998E179643) isoliert und in den
PCDNA3.1GFP/A(-) Vektor subkloniert. Der autofluoreszierende GFP-Anteil wurde
an den N-Terminus des CLN6p fusioniert. Dazu wurden Uber die Primer
GFPCLN6for und GFPCLNG6rev (siehe Anhang) und die anschlieBende PCR die
Restriktionsschnittstellen EcoR1 und BamH1 an das 5°- bzw. 3"- Ende des CLNG6
eingefuigt. Uber diese Restriktionsschnittstellen wurde dann die CLN6 cDNA in
den pCDNA3.1GFP/A(-) Vektor eingeflgt. AnschlieRend wurden BHK-Zellen mit
diesem Plasmid oder dem leeren Vektor transient transfiziert und im Westernblot
mit anti-GFP-Antikdrpern analysiert, da kein CLN6p-Antikdrper existiert. Wie aus
Abb. 18 deutlich wird, exprimieren die BHK-Zellen, die nur mit dem leeren Vektor
transfiziert wurden das GFP-Protein von ca. 28 kDa. In den Lysaten der GFP-
CLN®6p exprimierenden BHK-Zellen ist ein etwa 34 kDa Protein mit dem anti-GFP-
Antikorper detektierbar. Das CLN6p hat eine berechnete Grol3e von 36 kDa. Das
GFP-CLN6p-Fusionsprotein hatte daher eine zu erwartende molare Masse von
64 kDa. Da eine proteolytische Spaltstelle nach dem Aminosaurerest 29 in CLN6
vorhergesagt wurde (Gao et al., 2002), ist anzunehmen, dal3 diese Spaltstelle
tatséchlich benutzt wurde und das nachgewiesene 34 kDa Protein aus dem GFP-

Anteil und diesen 29 N-terminalen Aminosaureresten besteht.

GFP [GFP-
CLN6

45—

Abbildung 18: Expression des GFP-
" CLN6p-Fusionsprotein in BHK-Zellen.
BHK-Zellen wurden mit dem Vektor allein
30— 4 . ¥ (GFP) oder mit dem GFP-CLNG Plasmid
transient transfiziert. Nach 24 h wurden die
— . .
o - Zellysate unter reduzierenden Bedingungen
20 ] durch SDS-PAGE (10 % Acrylamid)
aufgetrennt, auf  Nitrocellulosemembran
transferiert und im Westernblot mit anti-
GFP-Antikorpern ~ (1:500) und  ECL
analysiert.

Aus diesem Grund wurde das CLNG6 in den pCDNA3.1myc/His-A(-) Vektor kloniert,

um eine C-terminale Fusion mit einem myc- und His-Tag zu erhalten. Weiterhin

wurde dieses Konstrukt verwendet, um schon beschriebene Patientenmutationen
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einzufiihren. Der im ersten Abschnitt (4.2.1) schon beschriebene CLN6-Patient
J.M. weist homozygot die Deletion 1154 (D154) auf und in einer Familie aus Costa
Rica wurde die homozygote Mutation G123D nachgewiesen (Wheeler et al.,
2002). Die Mutagenese erfolgte durch ,,Quick change® mit den Primern Dell54for,
Dell54rev, G123Dfor und G123rev (siehe Anhang). BHK-Zellen wurden mit dem
CLN6myc/His und dem Vektor allein transfiziert und nach 24 h geerntet, wobei die
Zellysate mit dem anti-myc-Antikérper immunprazipitiert, durch SDS-PAGE
aufgetrennt und im Westernblot mit anti-His-Antikbrpern analysiert wurden. Die
Abb. 19A zeigt, dal? das immunreaktive Protein mit einer Gréf3e von etwa 34 kDa
in etwa der berechneten molaren Masse des CLN6 entspricht. Auch die mutierten
Konstrukte von CLN6G123D und CLN6D154 sind intakt nachweisbar, wenn auch
in etwas geringerer Menge (Abb. 19B).

A - R
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Abbildung 19: Am C-terminus mit myc- und His-fusioniertes CL N6, sowie die CLN6-Mutanten G123D
und D154 werden als 34 kDa Protein in BHK-Zellen exprimiert.

BHK-Zellen wurden mit dem Vektor alein (Vektor), der CLN6 (WT), CLN6G123D (G123D) oder
CLN6D154 (D154) cDNA transient transfiziert und nach 24 h geerntet. A. AnschlieRend wurden die myc-
konjugierten CLN6-Proteine immunprazipitiert, durch SDS-PAGE (12,5 % Acrylamid) unter reduzierenden
Bedingungen getrennt, auf Nitrocellulosemembran transferiert und mit anti-His-Antikdrpern im Westernbl ot
analysiert. B. Die transfizierten Zellen wurden geerntet, durch SDS-PAGE separiert und im Westernblot mit
anti-myc-Antikérpern untersucht. Die Detektion der immunreaktiven Proteine erfolgte durch einen HRP-
konjugierten Sekundéarantikérper und ECL.

Um die Halblebenszeit des Wildtyp-CLN6-Proteins und der CLN6-Mutanten zu
bestimmen, wurden BHK-Zellen transient mit dem Vektor allein, CLNG6WT,
CLN6G123D oder CLN6D154 cDNAs transfiziert. Nach 24 h folgte eine
einstiindige metabolische Markierung mit [°S]-Methionin, gefolgt von
unterschiedlichen Chase-Zeiten (0, 6, 20, 29, 44 h). AnschlieBend wurden die

75



Ergebnisse

myc-konjugierten CLN6-Proteine mit dem anti-myc-Antikbrper immunprazipitiert,
durch SDS-PAGE getrennt und durch Fluorographie analysiert. Die Menge der
immunpréazipitierten, [*°S]-markierten CLNG6-Proteine wurde densitometrisch
quantifiziert. Abb. 20 zeigt, dal3 die Halblebenszeit des Wildtyp-CLN6-Proteins mit
dem myc/His-Fusionsanteil bei etwa 20 Stunden liegt, 54 % des
Ausgangsmaterials sind nach 20 h Chase noch vorhanden. Die CLN6-Mutanten
G123D und D154 sind nur zu 17 % bzw. 34 % im Vergleich zum CLN6WT nach
einstundiger Markierung nachweisbar. Die Halblebenszeit beider Mutanten liegt
unter 6 h: nach 6 h Chase sind nur noch 20 % bzw. 34 % der nach dem Pulse
detektierbaren Mutanten CLN6G123D bzw. CLN6D154 nachweisbar.

CLN6WT G123D A154
Chase(h)l] 0 6 2044 0 6 20 |0 6 20

30 —

20 1 = i} .
% (00 66 54 7 (100 20 14 [100 34 22

Abbildung 20: Halblebenszeitbestimmung des am C-terminus mit myc- und His-fusioniertem CL NG,
sowie der CLN6-Mutanten G123D und CLN6D154.

BHK-Zellen wurden mit der CLN6WT, CLN6G123D (G123D) oder CLN6D154 (D154) cDNA transient
transfiziert und nach 24 h fur 1 h mit [*°S]-Methionin markiert und anschlieRend einem Chase von 0, 6, 20
und 44 h unterzogen. Die CLN6-Kontrukte wurden Uber den myc-Tag immunprazipitiert, durch SDS-PAGE
(12,5 % Acrylamid) unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt, durch Fluorographie detektiert und
densitometrisch ausgewertet. Die Zahlen unter den Bahnen geben die Menge an CLNG6p in % des gesamten
wahrend der Pulse-Zeit neusynthetisierten CLN6p wieder.

Um die intrazellulare Lokalisation des CLN6p und seiner Mutaten zu untersuchen,
wurden BHK-Zellen transient mit cDNAs fur CLN6WT (Abb. 21A, B, C, J, K, L),
CLN6G123D (Abb. 21D, E, F, M, N, O) oder CLN6D154 (Abb. 21G, H, I, P, Q, R)
transfiziert und nach 24 h fir die Doppel-Immunfluoreszenz-Untersuchung
aufgearbeitet. Die Zellen wurden simultan mit polyklonalen anti-myc-Antikérpern
aus Kaninchen (Abb. 21A, D, G) und monoklonalen Antikbrpern gegen das ER-
Markerprotein Protein Disulfid-lsomerase (PDI; Abb. 21B, E, H) oder mit den
monoklonalen anti-myc-Antikbrpern (Abb. 21J, M, P) und dem polyklonalen

Antiserum gegen das lysosomale Markerprotein Cathepsin D (CtsD) aus
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Kaninchen (Abb. 21K, N, Q) inkubiert. Die Detektion der gebundenen Antikorper
erfolgte durch Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte Sekundarantikdrper. Wie in den
Uberlagerungen der Farbungen zu sehen ist, kolokalisieren CLN6 WT (Abb. 21C),
CLN6G123D (Abb. 21F) und CLN6D154 (Abb. 211) mit PDI, d.h. alle transfizierten
Konstrukte befinden sich in ER-Membranen. Die Mutationen haben keinen Einfluf3
auf die Lokalisation des CLN6p. Dagegen ist in den Uberlagerungen der myc-
Farbung mit der des CtsD keine Gelbfarbung zu beobachten, was eine lysosomale

Lokalisation ausschlief3t.

Myc PDI Uberlagerung

CLN6G123D

CLN6A154
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CtsD Uberlagerung
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Abbildung 21: Wildtyp und CLN6-Mutanten CLN6G123D und CLN6D154 sind im ER lokalisiert.
Subkonfluente BHK-Zellen wurden transient mit cDNAs des Wildtyps (CLN6WT; A, B, C, J, K, L),
CLN6G123D (D, E, F, M, N, O) oder dem CLN6D154 (G, H, I, P, Q, R) auf Deckglaschen transfiziert.
Nach 24 h wurden die Zellen fixiert, permeablisiert und simultan mit dem anti-myc-Antikorper aus
Kaninchen (griin) und dem Maus PDI-Antikorper (rot) inkubiert (A — 1). Alternativ wurden die Zellen mit
dem Maus anti-myc-Antikoérper (rot) und dem Kaninchen anti-CtsD-Antiserum (griin) inkubiert (J — R). Die
Detektion der gebundenen Antikérper erfolgte mit Ziege-anti-Kaninchen-FITC (grin; A, D, G, K, Q) und
Schaf-anti-Maus-Cy3 (rot; B, E, H, J, M, P) Sekundarantikdrpern. Die Uberlagerung der beiden jeweiligen
BilderistinC, F, I, L, O und R dargestellt.

CLN6A154

Die Topologie des Transmembranproteins CLNG6p ist noch unbekannt, aber es
wurde ein Modell aufgrund berechneter Daten entwickelt. Danach besitzt CLN6p
sechs bis sieben Transmembrandomanen, wobei der N-Terminus im Zytoplasma
und der C-Terminus intraluminal liegt (Gao et al., 2002; Wheeler et al., 2002). Um
zu prufen, ob sich der C-Terminus im Lumen eines intrazellularen Kompartimentes
befindet, wurden Proteaseresistenzversuche mit C-terminalen myc- und His-
Fusionsanteilen durchgefihrt. Dazu wurden Membranen aus BHK-Zellen isoliert,
die das Wildtyp-CLN6p uberexprimieren, und anschlieend 60 min mit Trypsin
inkubiert. Bei luminaler Orientierung des myc-markierten C-Terminus sollte dieser
vor dem Abbau durch Trypsin geschiitzt und im Westernblot nachweisbar sein. Im
Westernblot ist ein um etwa 3 kDa verkirztes CLN6p nach Behandlung mit
Trypsin nachweisbar (Abb. 22B).

CLN®6 enthéalt insgesamt 11 Spaltstellen fur Trypsin, die auR3erhalb der potentiellen

Transmembrandoméanen liegen. Davon befinden sich 5 Trypsinspaltstellen in der
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berechneten N-terminalen, zytoplasmatischen Domane, eine weitere im
vohergesagten 2. Loop im Cytoplasma, eine nach der dritten
Transmembrandomane im Lumen und dann noch 4 weitere Spaltstellen im
maoglichen luminalen C-Terminus (Abb.22A, Spaltstellen sind durch Pfeile
markiert). Zudem liegt eine Trypsin-Spaltstelle im myc-Tag selbst vor.

Wenn der C-Terminus im Cytoplasma liegen wirde, ware das CLN6p nicht mehr
durch den anti-myc-Antikérper zu erkennen, da dieser Fusionsanteil durch Trypsin
abgebaut werden wirde. Da aber nur eine Verkirzung um etwa 3 kDa durch die
Trypsinbehandlung erfolgt, ist anzunehmen, dal3 nur die Spaltstellen im N-
Terminus genutzt werden und es maximal zu einer Abspaltung von 39
Aminosaureresten (ca. 4 kDa) kommt. Die Trypsin-Spaltstelle direkt nach der
zweiten angenommenen Transmembrandomane ist offensichtlich fir Trypsin nicht
zuganglich, da sonst noch eine weitere Verkirzung des CLN6p erfolgen wiirde.
Als Kontrolle der Anwendbarkeit der Trypsinresistenzmethode wurden BHK-Zellen
parallel mit der cDNA fiir den MPR300 transient transfiziert, mit F°S]-Methionin
markiert und in gleicher Weise fraktioniert und mit Trypsin verdaut. Nach
anschlieBender ~ MPR300-Immunpréazipitation  wird  deutlich, dal3 die
zytoplasmatische Domane durch Trypsin abgebaut wird und es dadurch zu einer
Verkirzung des MPR300 um ca. 20 kDa kommt (Abb 22C).

Aus diesen Daten wird deutlich, daf3 der C-Terminus von CLN6 dem Lumen und

der des MPR300 dem Zytoplasma zugewandt ist.

A
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79



Ergebnisse

B o

Trypsin | = | + Trypsin| = | +
66

— |3 |
30 -~
220—
20

14 97—
66—

A A

CLNG6 MPR300

Abbildung 22: Der C-Terminusvon CLNG6 ist luminal lokalisiert.

Die schematische Darstellung des CLNG6-Proteins mit myc-/His-Tag am C-Terminus (verdndert nach
Wheeler et al., 2002). Die sieben Transmembrandoménen (1-7) und jeweils die ersten und letzten
Aminosaurereste der Transmembrandomanen sind numeriert. Die Pfeile kennzeichnen die Trypsinspaltstellen
(A). Membranen aus BHK-Zellen, die mit den cDNAs fiir Wildtyp-CLN6 B) oder MPR300 (C) transient
transfiziert waren, wurden nach 24 h fiir 60 min ohne (-) oder mit Trypsin (+) bei 37 °C inkubiert. Dieser
Ansatz wurde in B) direkt durch SDS-PAGE (15 % Acrylamid) aufgetrennt, auf Nitrocellulosemembran
transferiert und anschlief?end mit anti-myc-Antikdrpern (1:500) im Westernblot analysiert. HRP-gekoppelte
Sekundarantikorper ermdglichten die Detektion durch ECL. C. Dietransient mit MPR300 cDNA transfizierte
BHK-Zellen wurden tber Nacht mit [*°*S]-Methionin metabolisch markiert und wie in B. aufgearbeitet und
mit Trypsin verdaut. Anschlieflend folgte die Immunprézipitation des MPR300 und die Auftrennung durch
SDS-PAGE (8 % Acrylamid). Die Detektion erfolgte durch Fluorographie.

4.3 Cathepsin D-Defizienz, eine neue Form der NCL

4.3.1 Biochemische Charakterisierung subzellularer
Fraktionen aus Gehirnen Cathepsin D-defizienter

Mause

Eine weitere Form der Neuronalen Ceroid Lipofuszinose wird durch den Defekt im
Cathepsin D (CtsD) verursacht, der bislang nur bei Schafen als natirliche

Mutation gefunden wurde (Tyynela et al., 2000). Die typischen NCL-Symptome
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wie Erblindung, Neurodegeneration und die lysosomale Speicherung der sub c
werden auch in CtsD-knock-out-M&ausen beobachtet (Koike et al., 2000). Die
CtsD-defizienten Mause sterben zwischen Tag 25 und 27 nach der Geburt (Saftig
et al., 1995). Um die Ursachen zur Pathogenese der Neurodegeneration bei CtsD-
Defizienz genauer zu untersuchen, wurden die Gehirne von CtsD-defizienten und
WT-Mausen im Alter von 23 Tagen nach der Geburt analysiert. Da CtsD eine
lysosomale Protease ist, deren natlrliche Substrate nicht bekannt sind, sollte
zunachst eine lysosomale Fraktion auf Veranderungen im
Proteinexpressionsmuster mit Hilfe der 2D-Elektrophorese untersucht werden. Die
Isolierung von Synaptosomen aus verschiedenen Gehirnarealen mittels
diskontinuierlicher Saccharosegradienten (Carlin et al.,, 1980) wurde auf
Maushirncortex adaptiert und lieferte 4 Fraktionen, die an den Grenzschichten
zwischen 0,32 M und 0,85 M Saccharose (Fraktion 1), 0,85 M und 1 M (Fraktion
2), zwischen 1 M und 1,2 M Saccharose (Fraktion 3) und am Boden des
Gradienten (Fraktion 4) akkumulierten (siehe auch 3.2.3.8.2). Die Fraktionen
wurden durch verschiedene Markerproteine im Westernblot sowie durch die
Verteilung der Aktivitat der lysosomalen b-Hexosaminidase charakterisiert.

Wie Abb 23A zeigt, ist der MPR300 in den Fraktionen 1 und 2 zu finden. Dies ist
auch der Fall bei Rab7 (Abb. 23B), einer GTPase, die den Transport von frihen zu
spaten Endosomen reguliert (Feng et al., 1995), d.h. in den beiden leichten
Membranfraktionen des diskontinuierlichen Saccharosegradienten befinden sich
hauptséachlich Golgi-Membranen (MPR300) und Endosomen (MPR300 und Rab7).
Das l6sliche lysosomale Enzym CtsD ist dagegen am starksten in der Fraktion 4,
aber auch in Fraktion 3 nachweisbar (Abb. 23C). Auch die b-
Hexosaminidaseaktivitat ist bezogen auf die Proteinmenge in der Fraktion 4 am
hdchsten, wobei auch die Gesamtproteinkonzentration in der Fraktion 4 am
hochten ist (Abb.23 E). Das mitochondriale Enzym MnSOD ist zu gleichen Teilen
in den Fraktionen F3 und F4 detektierbar (Abb. 23D), d.h. die Fraktionen 3 und 4
beinhalten v.a. die Lysosomen und Mitochondrien, wobei der relative Anteil an
lysosomalen gegen mitochondrialen Markerproteinen in der Fraktion 4 groéR3er ist.
Die gleiche Verteilung der Marker ergab sich in subzellularen Fraktionen aus
CtsD-defizientem Maushirn (nicht dargestellt). Alle weiteren Untersuchungen

wurden zunachst mit der Lysosomen-angereicherten Fraktion 4 vorgenommen.
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Abbildung 23: Verteilung von Markerproteinen in subzelluldren Membranfraktionen aus Maushirn.
Postnuklesre Uberstande von Maushirn wurden tiber einen diskontinuierlichen Saccharosegradienten
fraktioniert (3.2.3.8.2). Je 30 ug Protein jeder Fraktion (1, 2, 3 und 4) wurden durch SDS-PAGE (8 %
Acrylamid fur A, 12,5 % Acrylamid fir B und D, 10 % Acrylamid fir C) getrennt. Die Proteine wurden auf
Nitrocellulosemembran transferiert und mit anti-MPR300- (A), anti-Rab7- @), anti-CtsD- (C) und anti-
Die Detektion erfolgte durch ECL (Uber HRP-konjugierte
Sekundarantikorper. Weiterhin wurde von je 5 pl jeder Fraktion die Aktivitét der b-Hexosaminidase (in mU
pro g eingesetztem Protein; weil3) und der Proteingehalt (in mg; schwarz) nach Bradford bestimmt (E).

MnSOD-Antikérpern (D) inkubiert.
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4.3.2 2D-Elektrophorese von lysosomalen Fraktionen

aus Kontroll- und CtsD-defizienten-Mausen

Fraktionen 4 aus einer CtsD-defizienten Maus wurde mit der einer Kontroll-Maus
im gleichen Alter (P23) und aus dem gleichen Wurf durch 2D-Elektrophorese und
Silberfarbung verglichen. Es gibt zwischen den beiden Tieren diverse
Unterschiede im Proteinmuster (Abb. 24; Unterschiede sind durch Pfeile
gekennzeichnet). Mindestens vier Polypeptide zwischen 44 und 35,8 kDa mit pl-
Werten zwischen 8,2 und 8,7 (Nr. 1-4) und zwei Proteine von 17,6 und 18,6 kDa
mit einem pl von 6 (Nr. 5 und 6) sind nicht oder nur in geringen Mengen in CtsD-
defizienten Mausen vorhanden. Dagegen sind die Polypeptide Nr. 7-12 nur oder in
grolReren Mengen in CtsD-defizienten Mausen vorhanden (Nr. 7: 44,2 kDa, pl 8,8;
Nr. 8: 47 kDa, pl 5,5; Nr. 9: 53,8 kDa, pl 5,2; Nr. 10: 26,5 kDa, pl 5,5;
Nr. 11: 13,4 kDa, pl 4,8; Nr. 12: 11,5 kDa, pl 6,1).

pl 4,5 10 4,5 10
66— N 4 ot ?
45 em— | : - -. - ‘-'le ;2 ‘ af" 'I't:. f‘. 'l/

30—

20_ t - -

CtsD +/+ CtsD =/-

Abbildung 24: Vergleich des Proteinmusters von Fraktionen 4 aus Kontroll und CtsD-defizienten
Mausgehirnen.

F4-Fraktionen (0,15 mg Protein) aus Kontroll- (CtsD+/+) und CtsD-defizienten Mausgehirnen (CtsD-/-)
wurden durch 2D-Elektrophorese unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt. Anschlief3end wurden die
Gele einer Silberfarbung unterzogen. Die Positionen des Molekulargewichtstandards sind angegeben.
Unterschiede im Proteinmuster sind mit numeriertem Pfeil gekennzeichnet.
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Anschlielend wurden einige der in den CtsD-defizienten-Proben veranderten
Proteinspots aus dem Gel ausgeschnitten und durch MS-MALDI-TOF analysiert.
Die erhaltenen Peptidmassen wurden mit Hilfe des Programms
MS-Fit/ProteinProspector (http://prospector.ucsf.edu) mit der Datenbank Swiss-
Prot.010501 verglichen. Es wurden pro analysiertem Polypeptid jeweils
3 potentielle Kandidaten angegeben, von denen einige jedoch sofort aufgrund
ihrer zellularen Lokalisation oder aufgrund ihrer gewebespezifischen Expression
ausgeschlossen werden konnten. Bei Spot Nr. 5, 6 und 10 sollte es sich um
Rabl9, Rab18 und Rab4a handeln und bei Spot Nr. 12 um Galectin-7 oder um
das ,Brain Fatty-acid Binding Protein“. Vergleichende Westernblotanalysen fur
Galectin-7 oder fur das ,Brain Fatty-acid Binding Protein“ haben jedoch keinerlei
Unterschiede in der Immunreaktivitdt bei CtsD-defizienten Maushirnfraktionen
ergeben (Daten nicht gezeigt).

Die Massenanalyse eines anderen Spots hat ergeben, dafl es sich um die
a-Untereinheit des Guanine Nucleotide-Binding Protein Gz (GaZ) handeln kénnte.
GaZ, auch Ga X genannt, ist ein 41 kDa Polypeptid und bildet zusammen mit einer
b- und g-Untereinheit ein heterotrimeres G-Protein, dem eine wichtige Rolle bei
der intrazellularen Signalkaskade zukommt. GaZ wird v.a. in neuronalen Geweben
(Hippocampus, Cerebellum, Retina, Cerebrum, Hirnanhangdriise) und Zellen
exprimiert, aber auch in peripheren Organen wie im Herz, Leber, Plazenta,
Nebennierendriise und in einigen Blutzellen und Zellinien.

Dieses Ergebnis wurde durch Westernblotanalyse bestatigt. Dazu wurden
Fraktionen 4 von zwei verschiedenen Wirfen durch SDS-PAGE getrennt, auf
Nitrocellulosemembran transferiert und mit anti-Ga Z-Antikorpern untersucht. Wie
in Abb. 25 deutlich wird, ist der Gehalt an GaZ in F4-Fraktionen von CtsD-
defizienten Mausen im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen aus dem gleichen
Wurf erhoht.

84



Ergebnisse

A B

+/+ == +/+ == ==
66 66— = -f-:"

45 45—

30 30—

Abbildung 25: GaZ ist in Hirnfraktionen von CtsD-defizienten M ausen erhoht.

FA-Fraktionen (30 pg Protein) von Hirnhomogenaten aus WT (+/+) und CtsD-defizienten (-/-) M&usen aus je
zwei verschiedenen Wirfen (A und B) wurden durch SDS-PAGE (10 % Acrylamid) getrennt, auf
Nitrocellulosemembran transferiert und mit anti-Ga Z-Antiserum (Charge 1 fir A und Charge 2 fur B) fur 2 h
inkubiert. Die Detektion der immunreaktiven Proteine erfolgte durch HRP-gekoppelte Sekundérantikorper
und ECL.

Die Ergebnisse der Massenanalyse haben die kleinen GTP-bindenden Rab-
Proteine 18, 19 und 4a (Spots Nr. 5, 6 und 10 in Abb. 24) als potentielle
Kandidaten vorgeschlagen, die eine verdnderte Expressionsrate in CtsD-
defizienten Mausen zeigen. Um dies zu Uberprifen und da die entsprechenden
anti-Rab-Antikorper nicht zur Verfligung standen, wurden die jeweiligen Fraktionen
4 von Kontroll- und CtsD-knock-out Mausen durch 2D-Elektrophorese getrennt
und entweder durch Silberfarbung oder parallel dazu durch einen [*’P]-GTP-
Overlay untersucht (3.2.3.6). Es gibt insgesamt 9 [*’P]-GTP-bindende Proteine
(Abb. 26B), von denen die Nr. 1, 2 und 3 auch in der Silberfarbung (Abb. 26A)
vorhanden sind, die sowohl in Kontrollen (CtsD+/+) als auch in CtsD-defizienten
Hirnfraktionen in etwa gleichen Mengen zu finden sind. Die anderen Spots Nr. 4-9
sind nicht in der Silberfarbung, aber in dem sensitiveren [*?P]-GTP-Overlay
detektierbar. Die Spots Nr. 8 und 9 sind nur in der Fraktion 4 CtsD-defizienter
(CtsD-/-) Mause nachzuweisen. Das G-Protein Nr. 6 war nach Densitometrie in

der Kontrollfraktion (CtsD+/+) in h6herer Menge vorhanden.
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Abbildung 26: [**P]-GTP-bindende Proteinen in Fraktion 4 von Kontroll- und CtsD-defizienten
M aushirnen.

Fraktion 4 (0,15 mg Protein) von Gehirnen aus Kontroll- (CtsD+/+) und CtsD-defizienten (CtsD-/-) Mé&usen
wurden durch 2D-Elektrophorese getrennt. Die Proteine im Gel wurden entweder mit Silber geférbt (A) oder
renaturiert, auf Nitrocellulosemembran transferiert und mit [F?P]-GTP (50-60 pCi/10 ml) inkubiert @). Die
numerierten Pfeile kennzeichnen die [*P]-GTP-bindenden Proteine.

Zur ldentifikation der in CtsD-defizienten Mause verandert exprimierten GTP-
bindenden Proteine wurden Westernblotanalysen mit F4-Hirnfraktionen von

Kontroll- und CtsD-defizienten Mausen flr einige Rab-Proteine durchgefihrt, fur
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die Antikorper zur Verfigung standen. Es konnten jedoch keine Veranderungen in

der Proteinmenge von Rab4, Rab5 und Rab7 festgestellt werden (Abb. 27).

. N A
30z = 30 30

20— 20~ 20—

Rab4 Rab5b Rab7

Abbildung 27: Westernblotanalyse von Rab4, 5 und 7 in Kontroll- und CtsD-defizienten F4-
Maushirnfraktionen.

Kontroll (+/+)- und CtsD-defiziente (-/-) Fraktion 4 aus Maushirn (30 pg Protein) wurden unter
reduzierenden Bedingungen durch SDS-PAGE (12,5 % Acrylamid) aufgetrennt, auf Nitrocellulosemembran
transferiert und im Westernblot mit anti-Rab4-, anti-Rab5- und anti-Rab7-Antikérpern und ECL analysiert.

Es wird deutlich, dal3 in mit Lysosomen angereicherten Fraktionen aus CtsD-
defizienten Maushirnen u.a. GTP-bindende Proteine in veranderter Menge

vorhanden sind, zu denen kleine, monomere, aber auch das heterotrimere G,
Protein gehoren.
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5 DISKUSSION

5.1 Zwei-dimensionale-Gelelektrophorese und

Massenspektrometrie

Die zwei-dimensionale (2D)-Gelelektrophorese ist eine sehr effiziente Methode zur
Auftrennung von Proteingemischen. Theoretisch konnen 10.000-15.000 Proteine
in einem Gel getrennt werden (Klose & Kobalz, 1995). Der Praxiswert liegt jedoch
weit darunter und ist abhangig von der Lange und dem pH-Bereich der benutzten
IEF-Streifen der ersten Dimension, der Proteinpraparation und der
Probenzusammensetzung. Einige Proteine lassen sich nicht oder nur schwer nach
der 2D-Elektrophorese wiederfinden, so z.B. Membranproteine, sehr hydrophobe
Proteine und allgemein Proteine mit einer hoheren molaren Masse (> 70 kDa).
Auch die Wahl der Praparationsmethode ist entscheidend fur das 2D-Ergebnis. Es
ergeben sich z.B. unterschiedliche Proteinmuster bei verschiedenen
Konzentrierungen (Acetonprézipitation oder Ultrazentrifugation) von Proteinen, so
dal mehrere Methoden angewendet werden mifen, um alle vorhandenen
Proteine nachweisen zu kénnen (Thongboonkerd et al., 2002). Weiterhin ist bei
der Probenvorbereitung darauf zu achten, dal’ die Proteinproben nicht mit hohen
Salz- oder Lipidgehalten kontaminiert sind, die die IEF storen. Bei der Auftrennung
von Gehirngewebe sollte das Myelin zuvor abgetrennt werden (personliche
Mitteilung von Mitarbeitern der Firma Amersham Pharmacia).

Da die 2D-Elektrophorese oft als vergleichende Technik eingesetzt wird, mul3 die
Reproduzierbarkeit gewahrleistet sein. Dies stellt jedoch v.a. bei aufwendiger
Proteinpraparation z.B. bei Dichtegradienten, dessen Fraktionen manuell
abgenommen werden, ein Problem dar. Voneinander unabhéngig préparierte und
aufgetrennte Proben, die vom Material, d.h. Alter der Tiere, Gewebe und
Aufarbeitung her gleich sein sollten, zeigen zwar viele Gemeinsamkeiten, aber
auch einige Proteinsignale, die sich unterscheiden (Abb. 1). Vergleichende
Analysen sollten den eigenen Erfahrungen nach nur an parallel aufgearbeiteten

und aufgetrennten Proteingemischen vorgenommen werden.
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Ublicherweise werden die 2D-Gele nach der Proteinauftrennung mit Silber gefarbt,
da die Konzentrationen einzelner Proteine in Homogenaten bzw. subzelluléaren
Fraktionen sehr gering sein kdnnen und die Silberfarbung eine sehr sensitive,
nicht-radioaktive Detektionsmethode darstellt. Bei Vergleichen der Proteinmuster
ist jedoch zu bertcksichtigen, dal3 die Silberfarbung im Gegensatz zur ca. 50-fach
insensitiveren Coomassiefarbung nur eine semiquantitative Detektion erlaubt.
Verandert exprimierte Proteine kdnnen Uber Massenspektrometrie identifiziert
werden. Der Aufwand und der mogliche Verlust von einzelnen Proteinen bei einer
mehrstufigen Aufarbeitung des Untersuchungsmaterials zu Gunsten der
Anreicherung anderer Proteine, mul} individuell abgewogen werden gegenuber
groben Anreicherungsschritten, die in kirzerer Zeit ohne Proteolyse mit weniger
Ausgangsmaterial durchgefuhrt werden kdnnen. Die hier verwendete Methode zur
Gewinnung einer subzellularen Fraktion, die mit Lysosomen angereichert ist,
wurde ursprunglich als erster Schritt zur Isolierung von Synaptosomen und
»postsynaptic densities” verwendet (Carlin et al., 1980). Da bekannt ist, dal3 CLN6
eine lysosomale Speichererkrankung mit Akkumulation eines mitochondrialen
Proteins (sub c) ist, wurde auf die weitere Fraktionierung verzichtet, da neben den
Lysosomen auch noch andere Organellen betroffen zu sein scheinen.

Bei der massenspektrometrischen Analyse werden die im Gel enthaltenen
Proteine zunachst tryptisch in Peptide gespalten und anschlieRend die Massen
der einzelnen extrahierten Peptide im entstandenen Fragmentgemisch gemessen.
Das Massenspektrum des Peptidgemisches liefert fir jedes Protein einen
spezifischen ,Fingerabdruck”. Nachfolgend kénnen die Proteine durch eine Suche
in einer aktuellen Datenbank mit einer Liste der Peptidmassen identifiziert werden,
wobei als Suchparameter a) die Spezies, b) das durch SDS-PAGE ermittelte
Molekulargewicht und c) der isoelektrische Punkt (bei 2D-Auftrennung) verwendet
wurden. Bei der Identifizierung wurden die experimentell ermittelten Peptidmassen
mit den entsprechenden Werten aus einer theoretischen Fragmentierung aller in
den Datenbanken erfal3ten Proteine (Swissprot) verglichen. Kritisch ist hier zu
bemerken, dalR es verschiedene Softwareprogramme zur Datenbanksuche gibt
(Profound Peptide Mapping, Protein Prospector, Mascot Search), die bei gleicher
Eingabe der Peptidmassen z.T. unterschiedliche Ergebnisse liefern. Die
Hauptkandidaten sollten daher mindestens beim Vergleich von zwei Software-

Analysen angezeigt werden. Jeder erzielte Treffer spiegelt eine bestimmte
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Wahrscheinlichkeit wider, dal3 es sich um das angegebene Protein handelt, was
abhangig ist von der Gesamtzahl der detektierten Massen, der Zahl der Massen in
Relation zur Gesamtpeptidmassenzahl, die mit einem Kandidatenprotein
.,matchen®, dem Prozentsatz der abgedeckten Aminosauren u.v.a.

In der vorliegenden Arbeit erbrachte die massenspektrometrische Analyse
mehrere Treffer fir jede der ausgeschnittenen Proteinbanden, was zum einen
damit zu erklaren war, dal3 erzielte Treffer unterschiedliche Wahrscheinlichkeiten
aufwiesen und zum anderen, dal3 bei eindimensionaler SDS-PAGE diese Banden
mehrere Proteine mit anndhernd gleichem Molekulargewicht beinhalten kdnnen.
Neben den o.g. Kriterien war die funktionelle Lokalisation der Kandidaten-Proteine
in der Zelle ebenfalls entscheidend. Als Ausgangsmaterial fur die Analyse diente
eine angereicherte Mitochondrien/Lysosomen (ML) -Fraktion aus Kontroll- und
Patientenfibroblasten oder Hirnmaterial. Daher konnten mogliche nukleére oder
zytoplasmatische Proteine genauso ausgeschlossen werden wie Proteine, die
organspezifisch in anderen Geweben als der Haut oder dem Hirn exprimiert
werden.

Die Analyse der Peptide durch Massenspektrometrie ist auf unmodifizierte
Proteine einer gut untersuchten Spezies limitert, da die in den Datenbanken
vorliegenden Peptidmassen keine posttranslationalen Modifikationen
bertcksichtigen. Aus diesem Grund wurde nur humanes und murines, nicht aber
ovines Material zur Proteinanalyse verwendet.

Leider wurde bei der kommerziellen Massenspektrometrie zur Identifizierung der
hier untersuchten Proteine die Datenbank Swiss-Prot nur mit einem
Softwareprogramm (Protein Prospector) durchsucht, was auch die hohe
Fehlerquote bei den nachfolgenden Westerblotanalysen erklart. So konnten, z.B.
bei den Kandidatenproteinen Galectin-7 und ,Brain Fatty-acid Binding Protein®,
Westernblotanalysen keine Verdnderung der Expression in CtsD-defizienten

Mausen zeigen, was auf eine fehlerhafte Massenanalyse hinweist (siehe 4.3.2).

5.2 Spat infantile Variante der NCL (CLN6)

Bei der spat infantilen Variante der NCL ist das CLN6 mutiert, das fir ein
Transmembranprotein noch unbekannter Funktion codiert und das keine
Homologien zu anderen bekannten Protein zeigt. Da der zugrunde liegender

Pathomechanismus dieser Erkrankung nicht bekannt ist, sollte das
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Proteinexpressionsmuster  lysosomaler Gewebefraktionen von  Patienten

untersucht und das CLN6-Protein charakterisiert werden.

5.2.1 Anstieg der MnSOD-Expression

In dieser Arbeit wurden die Proteinexpressionsmuster von angereicherten
Mitochondrien/Lysosomen-(ML)-Fraktionen aus Kontroll- und CLN6-
Patientenfibroblasten durch ein- und zwei-dimensionale Elektrophorese mit
anschlielBender Coomassie- oder Silberfarbung analysiert und veranderte Proteine
durch Massenspektrometrie identifiziert (Abb. 2A und B). Die mitochondriale
Mangan-abhangige Superoxiddismutase (MnSOD) ist in Gehirn und Fibroblasten
sowohl von CLN6-Patienten als auch im OCL6-Schafsmodell in seiner
Proteinexpression um das 4,4- bis 20-fache erhoht, was durch Westernblotanalyse
bestatigt wurde (Abb. 3-9). Gleichzeitig sind erhohte MnSOD-Aktivitaten in ML-
Fraktionen von CLN6- und OCLG6-Fibroblasten mef3bar (Abb. 10A und B). Real-
Time-PCR-Analysen haben ergeben, dal’ die erhdhten MnSOD-Spiegel auf eine
gesteigerte Transkriptionsrate (Abb. 11) und nicht auf den verminderten Abbau mit
Akkumulation im Speichermaterial (Abb. 12), wie fur die c-Untereinheit der
mitochondrialen ATP-Synthase (sub ¢) nachgewiesen wurde (Palmer et al., 1989),
zurtckzufiihren ist. Auch Doppel-Immunfluoreszenz-Analysen belegen, dal3 die
mitochondriale Lokalisation von MnSOD in CLNG6-Patientenzellen unverandert ist
(Abb. 14).

Die humane MnSOD (auch als SOD2 bezeichnet) wirkt als Radikalfanger in der
mitochondriellen Matrix, die die Zellen vor oxidativem Stress schitzt. Es
metabolisiert Superoxidanionen zu Wasserstoffperoxid, das dann durch Catalase
und Glutathion-Peroxidase zu Wasser reduziert werden kann. MnSOD ist aus vier
identischen Untereinheiten von je 24,5 kDa zusammengesetzt und bildet einen
96 kDa homotetrameren Komplex, wobei je ein Mn?*-lon pro Untereinheit vorliegt
(Macmillan-Crow & Cruthirds, 2001). MnSOD ist nuklear codiert und wird Gber
eine N-terminale Signalsequenz in die Mitochondrien transloziert. Es gibt noch
zwei weitere Superoxiddismutasen, die aber Kupfer/Zink-abhéngig sind, wobei
eine als Homodimer im Zytosol vorliegt (SOD1) und die andere als glykosyliertes

Homotetramer (SOD3) v.a. im Extrazellularraum zu finden ist (Fridovich, 1995).
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An anderen neurodegenerativen Erkrankungen, wie z.B. der Alzheimer Krankheit,
der Amyotrophen Lateralen Sklerose (ALS) und der Parkinson’schen Erkrankung
konnte gezeigt werden, dalR Superoxidanionen und andere reaktive
Sauerstoffradikale (reactive oxygen species; ROS) wie Hydroxylradikale (OH") und
Peroxynitrit (ONOQO) eine Rolle spielen (Fahn & Cohen 1992; Ferrante et al.,
1997). So konnte bei der Alzheimer Krankheit eine erhdhte Nitrotyrosin-
Immunreaktivitat nachgewiesen werden (Sayre et al., 1997; Smith et al., 1997).
Bei der Parkinson’schen Erkrankung wird von einer Erhdéhung des oxidativen
Stresses berichtet (Koutsilieri et al., 2002) und bei der ALS werden gesteigerte
Mengen an freiem 3-Nitrotyrosin gemessen (Crow et al., 1997). ROS entstehen in
den Mitochondrien v.a. als Nebenprodukte der Atmungskette (Fridovich, 1989).
ROS konnen mitochondriale Lipide, Proteine und DNA oxidieren (Richter et al.,
1988), was dann zur Freisetzung von Cytochrom c, Procaspasen und Apoptose-
induzierenden Faktoren fuhren kann (Liu et al., 1996; Petronilli et al., 1994). Auch
fur die MNnSOD sind Nitrierungen an spezifischen Tyrosinresten durch Peroxynitrit
beschrieben worden, was mit einer Inaktivierung verbunden sein konnte
(MacMillan-Crow et al., 1996), die wiederum positiv auf die MnSOD-Synthese
wirken kann (Macmillan-Crow & Cruthirds, 2001). Es ist daher mdglich, dalR
Anteile der zellularen MnSOD in CLN6- und OCL6-Geweben nitriert sind, was
einerseits die erhdhte Syntheserate und andererseits das Vorkommen von 2
Formen der MnSOD mit unterschiedlichem pl (Abb 7, 9A) in Fibroblasten und
Hirngewebe bzw. 3 Formen in Lebergewebe (Abb. 9B) erklaren konnte.
Westernblotanalysen mit einem kommerziellen anti-Nitrotyrosin-Antikorper,
schlagen jedoch bei der Erkennung nitrierter Formen der MnSOD fehl (Daten nicht
gezeigt). Auch die vorlaufigen Daten zur Bestimmung der Lipidoxidation als
Funktion der Malondialdehyd-Konzentration sprechen fur diese Annahme.

Im Gegensatz zur SOD1, bei der es sich um ein ,house keeping gene“ handelt
(Harris, 1992), kann die Synthese der MnSOD noch durch weitere Faktoren wie
Wasserstoffperoxid, TNFa, Interleukin-1 und andere Zytokine induziert werden
(Visner et al., 1990; Wong & Goeddel, 1988; Yoshioka et al., 1994). Es wird ftr
einige neurodegenerative Erkrankungen angenommen, dall apoptotische
Prozesse im ZNS eine Aktivierung der Mikroglia bewirken, wie sie z.B. in
Tiermodellen fir die Sandhoff’sche-Erkrankung oder fir Cathepsin D-Defizienz

nachgewiesen wurde (Nakanishi et al.,, 2001; Wada et al., 2000). Die daraus
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folgende Freisetzung von neurotoxischen Zytokinen soll die akute
Neurodegeneration verstarken (Gray et al., 1999; Lassmann et al., 1995).

Der immunhistochemische MnSOD-Nachweis in humanem CLN6- und ovinem
OCL6-Gehirngewebe zeigte in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus 2D-
Elektrophorese und Westernblot eine intensivere Anfarbbarkeit der MNnSOD im
Zellsoma, in verbliebenen Neuronen und in Astrozyten (Abb. 13). Die MnSOD-
Immunreaktivitat war insgesamt im betroffenen humanen Material hoher als in
ovinen Gehirnschnitten. Moéglicherweise war das frihe Stadium der Erkrankung
(6 Monate) bei der Gewebeentnahme ausschlaggebend fir die detektierten
Unterschiede zum humanen Material. Reaktive Astrozyten waren v.a. im humanen
Hirngewebe stark anfarbbar.

Sub c ist in den meisten NCL-Formen, aul3er bei CLN1 und der congenitalen
ovinen Cathepsin D-Defizienz (CONCL), die Hauptkomponente des
Speichermaterials (Jolly et al., 2002; Koike et al., 2000; Palmer et al., 1992;
Palmer et al., 1997; Tyyneld et al., 1997). Es wird angenommen, daf} die
lysosomale Akkumulation von sub c auf grundlegenden Defekten der lysosomalen
Proteindegradation beruht. Im Gegensatz dazu scheint der Anstieg des MnSOD-
Proteins spezifisch fir CLN6 bzw. OCL6 zu sein, denn erhéhte MnSOD-Spiegel
konnten weder in Fibroblasten von CLN2- und CLN3- noch in Gehirnmaterial von
einem CLN5-Patienten und Cathepsin D-defizienten Mausen beobachtet werden
(Abb. 5). Die vorliegenden Daten kénnen daher als Grundlage fir weiterfiihrende
Arbeiten dienen, die MnSOD als diagnostischen Marker verwenden, um schneller
und einfacher CLN6 zu diagnostizieren als durch die herkdmmliche
elektronenmikroskopische Auswertung des Speichermaterials.

Die Erhéhung des MnSOD-Spiegels ist sicherlich nicht eine direkte Folge der
CLN6-Mutationen und die Rolle von MnSOD in der Pathogenese der Erkrankung
ist noch unklar. Aktivierte Mikroglia produziert u.a. NO, das mit Superoxidanionen
zu Peroxynitrat reagieren kann. Peroxynitrierung der MNnSOD (N-MnSOD) koénnte
anschlieBend zur partiellen Inaktivierung und Induktion der MnSOD-Synthese
fuhren. Die Peroxynitrierung anderer mitochondrialer Proteine fuhrt letztlich zur
Lipidoxidation, Membranzerstorung und Apoptose und kbnnte so zu

neurodegenerativen Prozessen bei CLNG6 beitragen (Abb.28).
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Abbildung 28: M 6gliche Rolle der MnSOD in der Pathogenese der CLN6-Erkrankung.

Erhohter oxidativer Stress aufgrund von erhéhter Bildung von , reactive oxygen species* kann zu gesteigerter
Bildung von Peroxynitrit fuhren. MnSOD kann an spezifischen Resten nitriert werden, was zu dessen
partieller Inaktivierung und zur Induktion der MnSOD-Synthese flihrt. Der Anstieg der MnSOD-Expression
konnte auch ein Ausdruck fur umfassendere Modifikationen anderer mitochondrialer Enzyme sein, die mit
gleichzeitiger Lipidoxidation und Membranzerstérung zur Apoptose und zu neurodegenerativen Prozessen
bei CLNG6 beitragen kénnten.

5.2.2 a2-Macroglobulin

In dieser Arbeit wurden neben MnSOD noch weitere Proteinbanden analysiert, die
in angereicherten Mitochondrien/Lysosomen- (ML) Fraktionen aus CLNG6-
Patientenfibroblasten verandert waren. Massenspektrometrische Analysen haben
ergeben, dal} es sich bei der 90 kDa (Abb. 2B; Nr.2), 41 kDa (Abb. 2B; Nr. 3) und
18 kDa Bande (Abb. 2B; Nr. 4), die im Vergleich zu Kontrollen in CLNG6-
Patientenfraktionen in geringerer Menge vorhanden waren, um spezifische
Fragmente des a2-Macroglobulins (a2-M) handelt (Abb. 2B und 15). Im
Westernblot konnten noch weitere a2-M-immunreaktive Fragmente mit einer
molaren Masse von ~ 360 kDa, 74 kDa und 58 kDa nachgewiesen werden, die

ebenfalls in CLN6-Patientenfibroblasten in geringerer Menge vorhanden waren.
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a2-M ist der Hauptproteaseinhibitor im Plasma von Vertebraten mit einer sehr
breiten Substratspezifitat und einer molaren Masse von 180 kDa (Barrett &
Starkey, 1973; Sottrup-Jensen, 1989a). a2-M liegt als Homotetramer vor, wobei je
zwei Untereinheiten durch Disulfidbriicken verbunden sind und mit dem zweiten
Dimer eine nicht-kovalente Bindung eingehen (Sottrup-Jensen, 1989a). Jede
monomere Untereinheit des a2-M enthalt eine ,Bait“-Region mit Schnittstellen fur
nahezu alle endogenen und viele bakterielle und virale Proteasen, eine Rezeptor-
Bindungsstelle und eine Thiolesterbriicke (Sottrup-Jensen, 1989a; Sottrup-Jensen
et al., 1989b). Der proteolytische Abbau der ,Bait*-Domane aller Untereinheiten
durch eine Peptidase resultiert in Strukturdnderungen des a2-M. Die
Konformationsanderung legt erst dann die Rezeptorbindungsdoméane des a2-M
frei (aktives a2-M). Es sind zwei Rezeptoren flir a2-M beschrieben: der ,Low-
density-Lipoprotein-related receptor* (LRP) und der ,a2-M-signaling receptor”
(Howard et al., 1996). Andere Autoren gehen jedoch davon aus, dafd es sich bei
den beiden Rezeptoren um identische Proteine handelt (Herz et al.,, 1988;
Strickland et al., 1990). Nach der Bindung des aktiven a2-M an die Rezeptoren
kommt es zur Endozytose des Liganden (Ashcom et al., 1990; Sottrup-Jensen,
1989a) und zur Auslosung einer intrazellularen Signalkaskade. Dabei wird
Phospholipase C aktiviert und Phosphoinositide hydrolysiert, die zur Freisetzung
der sekundaren Messenger Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol
(DAG) fiihren. Erhéhte IPs-Spiegel bewirken die Freisetzung von Ca®" ins
Zytoplasma und initieren so diverse Ca®"-abhangige Signalkaskaden. DAG
aktiviert die Proteinkinase C, so dall Signalwege stimuliert werden, die von
Proteinphosphorylierungen abhéangig sind (Misra et al., 1999; Misra & Pizzo,
1998a; Misra & Pizzo, 1998b). Weiterhin konnte gezeigt werden, dal3 die
Inkubation von Makrophagen mit aktivem a2-M deren Zellproliferation Uber cAMP-
abhangige Signalkaskaden stimuliert (Misra et al., 2002).

Ein 39 kDa Polypeptid, das Rezeptor-assoziierte Protein (RAP), bindet u.a. an
LPR (Strickland et al., 1990) und fungiert als Chaperon wéhrend der Biosythese
von LRP (Willnow et al., 1995). RAP dissoziiert im spaten Golgi-Apparat vom LRP
aufgrund des geringeren pH-Wertes. Geringe Mengen an RAP sind also auch in
Endosomen und an der Plasmamembran nachgewiesen (Bu et al., 1994; Mokuno

et al., 1994; Orlando et al., 1992). Bei Uberexpression von RAP kann sezerniertes
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RAP an LRP an der Plasmamembran binden und so die Bindung und Endozytose
von Liganden inhibieren (Bu et al.,, 1995; Bu et al., 1994; Herz et al.,, 1991;
Moestrup & Gliemann, 1991; Williams et al., 1992; Willnow et al., 1994).
Northernblotanalysen zeigten, dal} die a2-M mRNA in Mausen in den meisten
Geweben nachweisbar ist mit der hochsten Expression in Hirn, Lunge, Leber,
Darm, Niere und Plazenta (Lorent et al., 1994). Die Bindung von a2-M an
Proteasen reguliert diverse biologische Prozesse wie z.B. Fibrinolyse und
Koagulation (Vlaicu et al., 1985). a2-M bindet dartberhinaus Zytokine, Hormone
und Wachstumsfaktoren. Die Fahigkeit zur Bindung von Amyloid b weist auf eine
Rolle des a2-M bei der Alzheimer’schen Demenz hin (Mettenburg et al., 2002).
Amyloid b zirkuliert im Plasma und in der Zerebrospinalflisigkeit in stabilen
Komplexen mit a2-M, die nach LRP-vermittelter Aufnahme abgebaut werden
kénnen (Narita et al., 1997).

Das hier gezeigte verminderte Vorkommen von a2-M-Fragmenten in der
Mitochondrien/Lysosomen-Fraktion aus CLNG6-Fibroblasten kann das Resultat a)
einer geringeren Aufnahme des a2-M in die Zelle, b) eines erhéhten Abbaus oder
c) einer verminderten Synthese sein. Die geringere Aufnahme des a2-M konnte
wiederum durch eine erniedrigte Zahl von LRP an der Plasmamembran, eine
Fehlsortierung oder verminderte Endozytoserate des LRP, eine Uberexpression
von RAP, fehlende Dissoziation des RAP vom LRP oder durch einen geringeren
Gehalt an Proteasen, die das a2-M vor der Bindung an LRP aktivieren, begrindet
sein. FACS-Analysen unter Verwendung von FITC-markierten anti-LRP-
Antikdrpern konnen Auskunft Gber die Menge an Zelloberflachen-LRP geben. Die
Endozytoserate des LRP kann durch Biotinylierung aller Oberflachenproteine bei
4 °C und anschlieRender Internalisierung bei 37 °C und LRP-Immunpréazipitation
gemessen werden. Alternativ kann die Kinetik der Endozytose durch Inkubation
der Zellen mit [***J]-markiertem, aktiviertem a2-M mit nachfolgender Bestimmung
der Abbaurate gemessen werden. Die anschlie3ende subzellulare Fraktionierung
kann Aussagen zu moglichen unterbrochenen intrazellularen Transportwegen von
endozytiertem [**°J]-a2-M geben. Die intrazellulare Abbaurate des endogen
synthetisierten a2-M kann auflerdem durch Pulse-Chase-Experimente mit
anschlieRender a2-M-Immunprazipitation analysiert werden. Auf gleiche Weise

kann auch die Menge des neusynthetisierten, sezernierten a2-M quantifiziert
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werden. Ob andere Faktoren, wie z.B. das RAP, an der ungleichen Prézenz von
a2-M-Fragmenten in  CLNG6-Fibroblasten  beteiligt sind, ist unklar.
Koprazipitationsanalysen von LRP-, az2-M-Immunkomplexen mit RAP aus
Zellhomogenaten sind zur Beantwortung der Frage notwendig. Mdogliche
Unterschiede in der Syntheserate des a2-M konnen durch Quantifizierung der
MRNA aus Kontroll- und CLN6-Patientenfibroblasten nachgewiesen werden.

Die vorliegenden Daten lassen keine Spekulationen tber die mogliche Rolle von

a2-M in der Pathogenese von CLNG6 zu.

5.2.3 Rolle von CLNG6 fir die Aufrechterhaltung

lysosomaler Funktionen

CLNG6 ist das bei der spatinfantiien Variante der NCL betroffene Gen. Der
Zusammenhang zwischen den Mutationen verschiedenster Gene (CLN2-8) und
der Speicherung der sub c ist unklar. Es sollte untersucht werden, ob lysosomale
Enzyme korrekt synthetisiert und prozessiert werden, aber auch ob die
Endozytose eines lysosomalen Enzyms durch massive Speicherungen in den
Lysosomen gestoért wird. Anhand des Beispiels Cathepsin D (CtsD) konnte durch
Pulse-Chase-Experimente mit anschlieBender Immunprazipitation von CtsD
gezeigt werden, dal} dessen Syntheserate; Sekretion und Prozessierung in OCL6-
Schafsfibroblasten normal verlauft (Abb. 16). Auch die CtsD-Aktivitat gegenuber
einem kunstlichen Substrat war in OCL6-Schafsfibroblasten unveréndert im
Vergleich zu den Kontrollen. Allerdings ist unklar, ob CtsD wirklich den Status aller
lysosomalen Enzyme reprasentieren kann.

In den vorliegenden Untersuchungen konnte eine erhdhte MPR300-abhangige
Endozytose von [**J]-markierter Arylsulfatase A (ASA) in OCL6-
Schafsfibroblasten im Vergleich zu Kontrollen nachgewiesen werden (Abb. 17A).
Der Anstieg der Endozytose ist weder durch einen erhdhten ,Gesamt-steady-
state-Level" des MPR300 (Abb. 17B und C), noch durch eine erhéhte MPR300-
Konzentration an der Zelloberflache (Abb. 17D) bedingt, wie sie etwa durch
Wachstumsfaktor induzierte Umverteilung der MPR300 beschrieben wurde
(Braulke et al., 1990). Daher ist anzunehmen, dal3 die erhohten Mengen an
intrazellular nachweisbarer [**°J]-ASA auf die erhohte Internalisierungskinetik

zurtickzufiihren ist. In embryonalen Fibroblasten von plA-defizienten Mausen
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konnten ebenfalls Unterschiede im Transport lysosomaler Enzyme erhoben
werden (Meyer et al, 2001). Das plA-Adaptorprotein ist Teil des
Adaptorkomplexes AP1 und soll am Ricktransport MPR300-haltiger Vesikel vom
Endosom zum tGN beteiligt sein. Die Stérung dieses Transportschrittes durch
H1A-Defizienz fihrt anschlie@end zur Akkumulation der MPR300 im Endosom
(Meyer et al., 2001). Die intrazellulare Verteilung der MPR300 und die Faktoren,
die die Lokalisation der MPR300 in OCL6-Fibroblasten reguliert, sind noch weiter
zu untersuchen und zu identifizieren. Alternativ besteht die Méglichkeit, dal3 der
Abbau internalisierter [*°J]-ASA in OCL6-Zellen vermindert ist und es daher zur
Akkumulation kommt. Es ist aber ziemlich unwahrscheinlich, da3 das humane
lysosomale Enzym ASA innerhalb von 4 h Endozytosezeit komplett in den
Kontrollzellen abgebaut wird. Es sind folglich weitere Endozytoseversuche in An-
und Abwesenheit von Proteaseinhibitoren, sowie vergleichende Analysen von
Liganden verschiedener Rezeptorsysteme (z.B. Transferrin, a2-Macroglobulin

oder ,low density lipoprotein“) notwendig.

5.2.4 CLN6p

Die Protein-Funktion und -Topologie des CLN6p sind bisher ungeklart. Das CLN6
ist bei 5 untersuchten Spezies (Mensch, Maus, Kuh, Schwein und Huhn)
hochkonserviert. Berechnungen lassen darauf schlie3en, dafd es sich bei CLN6p
um ein Protein mit 6-7 Transmembrandomanen handelt. Eine potentielle
proteolytische Schnittstelle nach dem konservierten Histidin-Rest 29 konnte die
N-Myristoylierung am Glycin-Rest 30 ermdéglichen. Es gibt keine potentiellen
Phosphorylierungsstellen (Gao et al., 2002; Wheeler et al., 2002). In Ermangelung
eines Antikorpers gegen das endogene CLN6p erfolgte in der vorliegenden Arbeit
der Nachweis von Uberexprimiertem CLN6p Uber eine C-terminale Fusion mit
einem myc- und His-Tag. Gleichzeitig wurden so auch zwei CLN6p-Formen mit
den beschriebenen Patientenmutationen G123D und D154 analysiert (Wheeler et
al., 2002). Die Missensemutation G123D liegt innerhalb der berechneten dritten
Transmembrandomane. Der Aminosaurerest 1154 liegt innerhalb des dritten Loops
und ist hochkonserviert (Abb. 22A). Alle drei exprimierten CLN6-Konstrukte waren
in BHK-Zellen durch den anti-myc-Antikérper nachweisbar (Abb. 19). In Doppel-
Immunfluoreszenz-Analysen weisen sowohl das CLN6 Wildtyp Protein als auch
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die CLN6-Mutanten eine Kolokalisation mit dem ER-Markerprotein Protein Disulfid
Isomerase, aber nicht mit der lysosomalen Protease Cathepsin D auf (Abb. 21).
Das st erstaunlich, da Mutationen im CLN6 zu einer lysosomalen
Speicherkrankheit fihren und daher eher ein Defekt in einem lysosomalen Protein
vermutet wurde. Es ist aber nicht auszuschliel3en, dal3 CLN6p durch den myc/His-
Fusionsanteil fehlerhaft sortiert und im ER zurlckgehalten wird. Andererseits
wurde auch fur das CLN8p eine ER-Lokalisation durch Doppel-Immunfluoreszenz-
Analysen in transient und stabil mit der CLN8 cDNA transfizierten BHK-, HelLa-
und CHO-Zellen mit einem anti-CLN8-Peptidantikorper nachgewiesen (Lonka et
al., 2000). Ein weiterer Hinweis, dald es sich bei CLN6p um ein nicht-lysosomales
Protein  handeln  kénnte, st die Abwesenheit von potentiellen
Glykosylierungsstellen. Die gut untersuchten lysosomalen Transmembranproteine,
Lampl, Lamp2, Limp1, Limp2 und LAP, sind alle hochglykosyliert (Granger et al.,
1990; Winchester, 2001). Es ist jedoch zu bemerken, dal3 CLN6p keine typischen,
zytosolischen ER-Retentionssignale enthélt.

Die endgultige Aussage Uber die intrazellulare Lokalisation von CLN6p muf3 aber
durch Analysen mit Antikbrpern gegen das endogene Protein belegt werden. Die
Immunisierung von Kaninchen zur Generierung spezifischer anti-humaner-CLN6-
Peptidantikérper wurde begonnen. Ihr Einsatz in Immunfluoreszenz-, Westernblot-
und Immunprazipitations-Analysen ist vorgesehen.

Die CLNG6-Konstrukte mit den beiden Patientenmutationen weisen Kkeinen
Unterschied in der intrazellularen Lokalisation im Vergleich zum Wildtyp-CLN6p
auf, was maoglicherweise durch den myc/His-Tag hervorgerufen wird. Analysen zur
Stabilitat haben jedoch gezeigt, dal? die Halblebenszeit (t12) der CLN6G123D- und
CLN6D154-Proteine bei weniger als 6 h liegt, wahrend die Halfte des Wildtyp-
Proteins erst nach 24 h abgebaut war (Abb. 20). Die verkirzte t;» macht sich auch
in der niedrigeren ,steady-state-Konzentration® der Mutanten gegeniber dem
Wildtyp-Protein bemerkbar (Abb. 19B). Der Austausch des neutralen Glycin-
Restes 123 gegen einen geladenen Aminosaurerest (G123D) fihrt wahrscheinlich
zur Zerstbérung der dritten Transmembrandomane und somit zur inkorrekten
Faltung und Integration des Proteins in die Membran, was die drastisch verkirzte
ti2 erklaren konnte und auch bei anderen Transmembranproteinen beobachtet
wurde (Shieh et al., 2002). Die Deletion des Isoleucin-Restes 154 innerhalb des

dritten Loops sollte dagegen die Topologie des CLN6p nicht so stark beeinflussen.
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Trotzdem kommt es zum schnellen Abbau. Dies |aR3t darauf schliel3en, dafd der
Isoleucin-Rest 154 funktionell oder die L&dnge des Loops bedeutend ist. Die
Verkirzung eines zytoplasmatischen Loops in MPR46 um 4-5 Aminosaurereste
reduziert ebenfalls die t;, des mutierten Rezeptors um das etwa 4-fache, wahrend
die Auffullung der deletierten Aminosaurereste mit Alanin die Stabilitdt des MPR46
erhoht (Breuer & Braulke, 1998).

Die Topologie des CLN6p wurde durch Trypsinresistenzanalysen an
Membranfraktionen aus CLNG6-lUberexprimierenden BHK-Zellen untersucht. Die
Verkirzung des CLN6p um etwa 3 kDa und der Schutz des myc/His-Tags vor
Trypsinverdau legen die Vermutung nahe, daf der C-Terminus im ER-Lumen liegt
(Abb 22B). Der N-Terminus zeigt wahrscheinlich ins Zytoplasma, da die
Verkirzung des CLN6p um etwa 3 kDa mit der Masse des N-terminalen Peptides
bis zur Trypsinspaltstelle am Aminosdurerest 39 vor der ersten
Transmembrandoméne tbereinstimmt.

Es kann zudem davon ausgegangen werden, dald die potentielle proteolytische
Spaltstelle nach dem konservierten Histidin-Rest 29 tatsachlich verwendet wird.
Nach N-terminaler Fusion des CLN6p mit GFP wird ein 34 kDa und nicht, wie
angenommen, ein 64 kDa Fusionsprotein exprimiert. Dies besteht wahrscheinlich
aus dem GFP-Protein (~28 kDa) mit den N-terminalen 29 Aminosaureresten des
CLNGp.

Um einen Einflu@ des myc/His-Tags auszuschlieBen, missen am endogenen
CLN6p die Untersuchungen zur Topologie mit anti-CLN6-Antikorpern bestatigt

werden.

5.3 Cathepsin D-Defizienz, eine neue Form der NCL

Der Aktivitatsverlust des lysosomalen Enzyms Cathepsin D (CtsD) durch eine
Mutation im aktiven Zentrum (D295N) fuhrt bei Schafen zu einer neuen Form der
NCL (CONCL). Die Tiere versterben innerhalb von 24 h nach der Geburt und
zeigen lysosomale Speicherungen der Sphingolipid Aktivatorproteine A und D
(Tyynela et al., 2000). Die vollstédndige Defizienz des CtsD-Proteins in CtsD-knock
out Méausen fuhrt dagegen zu einem milderen Phanotyp. Die CtsD-defizienten
Méause entwickeln sich in den ersten 2 Wochen nach der Geburt normal. Erst dann

zeigen sich Symptome wie Erblindung, Krampfe, Neurodegeneration, Speicherung
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von sub ¢ und Dunndarmnekrose. Der Tod tritt bei diesen Tieren postnatal
zwischen Tag 25 und 27 auf (Nakanishi et al., 2001; Saftig et al., 1995).

Die auffalligen Unterschiede des Phanotyps von CONCL-Schafen und CtsD-
defizienten Mausen lafl3t auf nicht-enzymatische Funktionen des CtsD schliel3en,
die moglicherweise fir den schwereren Phanotyp in CONCL verantwortlich sind.
Die zu der CONCL-Mutation korrespondierende Mutation D293N in der murinen
CtsD-Sequenz fiihrte nach Uberexpression in HEK-293-Zellen neben dem Verlust
der Aktivitat zu einer Abspaltung eines kurzen Peptides, zu einer Retention des

Enzyms im ER und zum Stabilitatsverlust (Partanen et al., 2003).

5.3.1 Heterotrimeres G,-Protein

Vergleiche der Proteinmuster von mit Lysosomen angereicherten Fraktionen
(Abb. 23) aus Hirngewebe von Wildtyp (WT) und CtsD-defizienten Mausen wurden
nach 2D-Elektrophorese und Silberfarbung angestellt. In CtsD-defizienten
Maushirnfraktionen verandert exprimierte Proteine wurden durch
Massenspektrometrie identifiziert und durch Westernblotanalysen verifiziert
(Abb. 24). Es konnte gezeigt werden, dal3 die a-Untereinheit des heterotrimeren
Gz-Proteins (GaZz) in CtsD-defizienten Fraktionen in grél3erer Menge vorhanden
war als in Kontrollen (Abb. 25).

Gz ist ein GTP-bindendes regulatorisches Protein, bestehend aus a-, b- und g
Untereinheit, dem eine wichtige Rolle bei zellularen Signalprozessen zukommt
(Neer, 1995). Die Bindung von GTP an GaZ , das durch die Ligandenbindung an
,G protein-coupled receptors® (GPRCs) und ,GTP exchange factors® (GEF)
eingeleitet wird, fihrt zur Dissoziation der b/g-Untereinheiten von der GTP-
gebundenen a-Untereinheit, was dann verschiedenste Signalkaskaden auslost.
Der Nachweis von Interaktionen mit dem Adenosin A;, ap-adrenergen-, Dopamin
D»-, muscarinergen M;- und allen Typen von Opioid-Rezeptoren, lassen auf eine
Rolle bei der neuronalen Funktion schlieBen (Ho & Wong, 2001). Die a-
Untereinheit besitzt eine endogene GTPase-Aktivitdt, dessen Kinetik jedoch bei
GaZ etwa 200-fach langsamer ist als bei anderen G-Proteinen (Ho & Wong,
2001). Die GTP-Hydrolyse wird durch ,GTPase-activating proteins® (GAPS)
gesteigert, die bei den G-Proteinen als ,regulators of G-protein signaling” (RGS)

bezeichnet werden (Berman & Gilman, 1998). Die 3 Untereinheiten reassoziieren
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nach GTP-Hydrolyse (Sprang, 1997). GaZ inhibiert einige Adenylyl-Cyclasen
(Wong et al., 1992) und stimuliert K*-Kanale (Jeong & Ikeda, 1998). Mutationen in
GaZ, die entweder die Myristoylierungs- oder Palmitoylierungs-Stelle
beeintrachtigen, fihren zu fehlerhafter intrazellularer Lokalisation (Linder et al.,
1993; Morales et al., 1998; Mumby et al., 1990). G-Proteinen werden primar
Funktionen bei der Signaltransduktion an der Plasmamembran zugeschrieben,
aber sie spielen auch eine Rolle beim intrazellularen, vesikularen Transport vom
ER zum Golgi (Schwaninger et al., 1992; Lang, 1999), bei intra-Golgi-
Transportprozessen (Helms et al., 1998), bei der Proteinsortierung und
Vesikelabschnirung vom tGN (Leyte et al., 1992; Pimplikar & Simons, 1993), bei
der Kontrolle der Exozytose (Aridor et al., 1993; Ohara-Imaizumi et al., 1992;
Ohnishi et al., 1997) und bei der Autophagozytose (Ogier-Denis et al., 1996). Die
Uberexpression von GaZ schiitzt vor der durch 1,4-Bis(3,4-Dihydroxyphenyl)-2,3-
Dimethylbutan induzierten Auflosung des Golgi-Apparates (Yamaguchi et al.,
2000). Untersuchungen zur Uberexpression der GaZ-spezifischen RGS, RGSZ1
und 2, zeigten, dal3 Inaktivierung des GaZ durch induzierte GTP-Hydrolyse zur
Auflésung des Golgi-Apparates fuhrt (Nagahama et al., 2002).

Das Gz-Protein gehdort zur Unterfamilie der Gi-Proteine, das sich jedoch durch
Pertussistoxin  (PTX)-Insensitivitat auszeichnet, da der a-Untereinheit der
C-terminale Cystein-Rest fur die PTX-katalysierte ADP-Ribosylierung fehlt (Ho &
Wong, 2001). GaZ wird v.a. in neuronalen Geweben und der Retina exprimiert.
GaZ-defiziente Mause sind zwar kleiner als die Kontrolltiere, sind aber gesund und
fertil. Es ist beschrieben worden, dal} sie eine Reduktion der Tyrosin-Hydroxylase-
Aktivitat in der Speicheldriise und ebenfalls verminderte Cholin-Acetyltransferase-
Aktivitat in der Nebennierendrise zeigen (Powell et al., 2002). Andere konnten
beobachten, daf} unter normalen Bedingungen die GaZ-defizienten Mause nicht
von den Kontrolltieren zu unterscheiden waren. Es zeigten sich nur Unterschiede
in der Reaktion auf Antidepressiva und Morphine, die bei den GaZ-knock out
Mausen keinen Effekt zeigten (Hendry et al., 2000).

In der vorliegenden Arbeit wurden keine weiteren Untersuchungen durchgefihrt,
um die erhéhten Konzentrationen an GaZ in CtsD-defizienten M&ausen zu erklaren.
Es ist unklar, ob die Expressions- oder Abbaurate verandert ist, welche Faktoren

regulierend auf den GaZ-Spiegel wirken und welche nachgeschalteten
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Signalkaskaden beeinflu3t sind. Da die lysosomale Protease CtsD fehlt, ist ein
gestorter Abbau der GaZ denkbar. Aufgrund der Tatsache, dal3 GaZ spezifisch im
ZNS und der Retina exprimiert wird, ist ein direkter Zusammenhang zu der

Neurodegeneration und Erblindung bei CtsD-defizienten Tieren mdglich.

5.3.2 Kleine, monomere G-Proteine der Ras-

Superfamilie

Weitere Analysen durch Massenspektrometrie gaben die kleinen, monomeren
GTP-bindenden Proteine Rab18, 19 und 4a als potentielle Kandidaten fir
verandert exprimierte Proteine in CtsD-defizienten Mausen an (Abb. 24). f2P]-
GTP-Overlayblots nach 2D-Elektrophorese konnten Unterschiede bei den CtsD-
defizienten Maushirnfraktionen im Muster der kleinen GTP-bindenden Proteine
aufzeigen (Abb. 26). Leider konnten die in ihrer Proteinkonzentration veréanderten
GTP-bindenden Proteine nicht identifiziert werden, da die entsprechenden
Antikorper nicht zur Verfugung standen. Es kann jedoch zumindest
ausgeschlossen werden, da? Rab4, 5 und 7 in den CtsD-defizienten Tieren in
ihrer Menge verandert sind (Abb. 27).

Insgesamt gibt es etwa 150 eukaryotische kleine, monomere G-Proteine, die in
funf Familien eingeteilt werden: Ras, Rho, Rab, Sarl/Arf und Ran (Paduch et al.,
2001). Ras- und Rho-Proteine sind bei der Regulation der Genexpression
involviert. Rho-Proteine kénnen aulRerdem die Reorganisation des Zytoskeletts
regulieren, wéahrend Rab- und Sarl/Arf-Proteine den vesikularen Transport
beeinflussen. Ran-Proteine sind am nuklearen Transport und der Regulation des
Zellzyklus beteiligt (Paduch et al., 2001). Die kleinen G-Proteine sind, wie auch die
heterotrimeren G-Proteine, GTP-Hydrolasen, deren GTPase-Aktivitdt durch
Bindung an GAPs beschleunigt wird. Die Dissoziation von GDP und der folgende
Austausch gegen GTP wird durch ,guanine nucleotide exchange factors* (GEF)
vermittelt, wahrend die Fahigkeit, Effektoren zu binden durch die Anwesenheit von
~-guanine dissociation inhibitors®* (GDI) verhindert wird (Paduch et al., 2001).

Die Identifizierung dieser kleinen, monomeren GTP-bindenden Proteine ist von
groRem Interesse, da bekannt ist, daf3 sie, neben der Kontrolle spezifischer
Transportprozesse von Vesikeln zwischen den subzellularen Kompartimenten,

auch den Transport der synaptischen Vesikel regulieren, der in Neuronen bei der
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Neurotransmission essentiell ist. Rab3A, B und C z.B. sind an synaptischen
Vesikeln zu finden (Fischer von Mollard et al., 1994; Jahn & Sudhof, 1999). Die
Deletion des Rab3A beeinflu3t nicht die Anzahl und Verteilung der synaptischen
Vesikel, aber unterdruckt inre Rekrutierung zur aktiven Zone nach Depolarisation
der Neuronen (Leenders et al., 2001).

Es bleibt zu analysieren, a) welche kleinen G-Proteine in verdnderter Menge in
CtsD-defizienten Mausen exprimiert werden, b) ob und welche weiteren
regulatorischen Proteine wie GAPs, GEFs und GDls in ihrer Konzentration und
Funktion verandert sind, c) welche Transportschritte zu Lysosomen beeinfluf3t sind
und d) welcher Zusammenhang zwischen der CtsD-Defizienz und der

Neurodegeneration und Speicherung von sub c besteht.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Neuronalen Ceroid Lipofuszinosen (NCL), auch als ,Batten disease”
bezeichnet, stellen die haufigste Gruppe der neurodegenerativen Erkrankungen
im Kindesalter dar. Genetisch und klinisch lassen sich mindestens 8 Formen
unterscheiden, deren zugrunde liegender Pathomechanismus weitgehend
unbekannt ist.

In der vorliegenden Arbeit wurden die 2D-Elektrophoresetechnik mit
anschlieRender Massenspektrometrie und verschiedenste biochemische und
zellbiologische Methoden eingesetzt, um Proteine zu identifizieren und zu
charakterisieren, die in ihrer Expression in kultivierten Zellen oder Geweben bei
der spéatinfantilen Variante der NCL mit Defekten im CLN6-Gen und bei einer
Defizienz der lysosomalen Protease Cathepsin D (CtsD) veréandert sind. Beide
autosomal-rezessiv vererbten Gendefekte flihren zu einer lysosomalen

Speicherkrankheit mit spezifischen ZNS-Veranderungen.

Im Hirngewebe und kultivierten Fibroblasten von CLN6-Patienten, sowie in
den Geweben des Southhampshire-Schafes, eines natirlich vorkommenden
Tiermodells dieser Erkrankung mit &hnlichem Phé&notyp (OCL6), konnte ein
4.,4- bis 20-facher Anstieg der Proteinmenge der mitochondrialen Mangan-
abhangigen Superoxiddismutase (MnSOD) nachgewiesen werden. Die
Aktivitat der MnSOD liegt 2- bis 3-fach Uber der in Kontrollen. Die
Veranderung der MnSOD-Expression ist CLN6-spezifisch.

Die Quantifizierung der MNSOD mRNA zeigte, dal’ der Anstieg der MnSOD-
Proteinmenge auf eine erhéhte Synthese und nicht auf verminderten Abbau
zuriickzufuhren ist.

Doppel-Immunfluoreszenz-Analysen an kultivierten Fibroblasten als auch
immunhistochemische Farbungen an Hirnschnitten beweisen die
mitochondriale Lokalisation der MNnSOD und dessen erhdhte Expression in
Neuronen und reaktiven Astrozyten.

Die veranderte MnSOD-Expression in Geweben von CLNG6-Patienten und in
OCL6-Material kann als Folge oxidativen Stresses aufgrund erhohter

Bildung von ,reactive oxygen species” angesehen werden. Peroxynitrit-
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induzierte Inaktivierung und anschlieBende Induktion der MnSOD-Synthese
konnen ein Ausdruck fur umfassendere Modifikationen anderer
mitochondrialer Proteine sein, die mit gleichzeitiger Lipidoxidation und
Membranzerstdérung zur Apoptose und zu neurodegenerativen Prozessen
bei CLNG6 beitragen.

Die Prozessierung und der Transport des neusynthetisierten CtsD zu den
Lysosomen ist unbeeintrachtigt, wahrend die Endozytose eines
[*2°J]-markierten lysosomalen Enzyms, der Arylsulfatase A, bei gleicher
Menge an 300 kDa Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren, in OCL6-Fibroblasten
erhoht ist.

Expressionsstudien mit Wildtyp und mutierten CLN6p-Formen in BHK-Zellen
weisen auf eine ER-Lokalisation hin. Der N-Terminus des CLNG6p liegt im
Zytoplasma, wéhrend der C-Terminus dem ER-Lumen zugewandt ist. Der
Zusammenhang zwischen moglicher ER-Lokalisation von mutiertem CLNG6p,
verdnderter Endozytose lysosomaler Enzyme und lysosomaler
Akkumulation von Speichermaterial ist zum gegenwartigen Zeitpunkt
spekulativ.

Analyse des Proteinmusters von Lysosomenfraktionen, die aus Hirngewebe
von Kontroll- und CtsD-defizienten Ma&ausen durch Dichtegradienten-
zentrifugation gewonnen wurden, weisen auf verénderte Expression von
GTP-bindenden Proteinen hin. Die a-Untereinheit des heterotrimeren Ggz-
Proteins und drei weiterer kleiner, monomerer GTP-bindender Proteine sind
in CtsD-defizienten Mausen in ihrer Konzentration verédndert. Die
Identifizierung von verénderten Transportwegen, an denen diese G-Proteine
moglicherweise beteiligt sind, und die Bedeutung von enzymatischen und
nicht-enzymatischen Funktionen von CtsD sind Gegenstand weiter-

fuhrender Untersuchungen.
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8 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A. bidest
APS

AS

ASA

bp

BSA
cDNA

cpm

CtsD
DMSO
DNA

ECL

EDTA

ER

FITC

FKS

GFP

GTP

kb

kDa

M6P
ML-Fraktion
MnSOD (SOD2)
MPR300
MRNA
NCL (CLN)
OCL6

oD

PAGE
PBS

doppelt destilliertes Wasser
Ammoniumperoxidisulfat
Aminosaure

Arylsulfatase A

Basenpaare

Rinder-Serumalbumin

Copy-DNA (zur mRNA komplementare DNA)

Impulse pro Minute

Cathepsin D

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonucleinsaure

Enhanced chemiluminescence
Ethylendiamintetraacetat
Endoplasmatisches Reticulum
Fluorescin-Isothiocyanat

Fotales Kalberserum

Green fluorescent protein
Guanosintriphosphat

kilo Basen

kilo Dalton

Mannose-6-Phosphat

Mitochondrien- und Lysosomen-Fraktion
Mangan-abhangige Superoxiddismutase
300 kDa Mannose-6-Phosphat-Rezeptor
messenger RNA

Neuronale Ceroid Lipofuszinose

Ovine Form der Neuronalen Ceroid Lipofuszinose

Optische Dichte
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Phosphat-gepufferte Salzldsung
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PCR Polymerase-Kettenreaktion

PFA para-Formaldehyd

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PPO 2,5-Diphenyloxazol

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

subc c-Untereinheit der ATP-Synthase
tGN trans-Golgi-Netzwerk

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
TX-100 Triton X-100

WT Wildtyp

ZNS Zentrales Nervensystem

Bei einigen Begriffen, wie z.B. Blot, steady-state, Loop oder Chase, wurden die

englischen Fachtermini verwendet, da in der deutschsprachigen Fachliteratur eine

Ubersetzung untblich ist.

128



Anhang

9 ANHANG

9.1 Primer

GFP-CLNG6for

5 CGGGATCCGCGATGGAGGCGACGCGGAGG'3

GFP-CLNG6rev

5 CGGAATTCCGTCAGTGCCGACTGCTGAC 3

b-Actinfor 5 GCGGGAAATCGTGCGTGACATT'3

b-Actinrev 5 GATGGAGTTGAAGGTAGTTTCGTG 3
MnSODfor 5"AGCCTCCCCGACCTGCCCTACG'3

MnSODrev 5 TGAAACCAAGCCAACCCCAACCTGAG'3
SOD1for 5 TGTGGGGAAGCATTAAAGGACTGACTGA'3
SOD1rev 5 ATCCCAATTACACCACAAGCCAAACGA'3
CtsDfor 5"AGACTAACAGGCCTGTTCCC’3

CtsDrev 5 TCAGCTGTAGTTGCTCACATG 3

Neofor 5" ATGATTGAACAAGATGGATTGCACG'3

Neorev 5 TTCGTCCAGATCATCCTGATCGAC 3
Del154for 5" CGTGAGAACCCCATCAAGAATCTCAAGCCG'3
Dell154rev 5 CGGCTTGAGATTCTTGATGGGGTTCTCACG 3
G123Dfor 5 TCTTCATCATGGATGCCAGCATCC'3
G123Drev 5 GGATGCTGGCATCCATGATGAAGA'3

PCR-Bedingungen:

Primer Denaturierung Annealing Extension Zyklen
Zeit(s)| °C |Zeit(s)| °C |Zeit(s)| °C

GFP-CLN6for/ 30 95 30 60 60 68 34
rev

b-Actinfor/ rev 10 95 10 65 20 72 50
MnSODfor/ rev 5 95 65 20 72 50
SOD1for/ rev 5 95 65 20 72 50
CtsDfor/ rev 30 96 30 58 60 72 34
Neofor/ rev 30 96 30 58 60 72 34
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Primer Denaturierung Annealing Extension Zyklen
Zeit(s)| °C |Zeit(s)| °C |Zeit(s)| °C
Del154for/ rev 60 94 60 45 780 68 18
G123Dfor/ rev 60 94 60 45 780 68 18

9.2 Bereits vorgestellte Ergebnisse
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