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1 Einleitung

1.1  Biogenese und Funktionen von Lysosomen

Lysosomen wurden erstmalig von Christian de Duve beschrieben (De Duve 1957). Sie sind
membranumschlossene Organellen, die ubiquitdr in eukaryotischen Zellen vorkommen und am Abbau
und dem Recycling von intra- und extrazellularen Makromolekiilen wie Proteinen, Lipiden,
Kohlenhydraten und Nukleinsduren beteiligt sind (de Duve 1983; Kornfeld und Mellman 1989). Die
Makromolekiile gelangen durch Makro-Autophagie, Phagozytose oder Endozytose zu den Lysosomen
und werden durch mehr als 60 verschiedene 16sliche lysosomale Enzyme, u.a. Nukleasen, Proteinasen,
Sulfatasen, Lipasen, Peptidasen, Phosphatasen und Glycosidasen abgebaut. Der intralysosomale
pH-Wert von 4,5 bis 5,0 wird von einer membranstandigen vakuoldren H*ATPase generiert, die ATP-
abhéngig Protonen vom Zytosol in die Lysosomen transportiert (Nishi und Forgac 2002). Neben den
Lysosomen existieren zelltypspezifisch  verschiedene Lysosomen-&hnliche Organellen, wie
Melanosomen, MHC-Klasse II-Kompartimente, Iytische Granula und Synapsen-ahnliche Mikrovesikel
(Dell'Angelica et al. 2000). Daruber hinaus sind Lysosomen und Lysosomen-&hnliche Organellen
wichtig fiir verschiedene physiologische Prozesse wie die Metabolit-Erkennung (Lim und Zoncu 2016),
die Genregulation, die Cholesterin-Homaostase (Bi und Liao 2010), den Umbau von Knochengewebe
(Zhao 2012), die Speicherung und Signalwirkung von Calcium (Morgan et al. 2011),
Antigenprésentation und Pathogenabwehr (Unanue 1984), Apoptose-Vorgange (Bursch 2001) und die
Regulation des Stoffwechsel- und Energiehaushalts (Settembre et al. 2013).

Die Biogenese von Lysosomen setzt eine kontinuierliche Substitution neusynthetisierter l6slicher
lysosomaler Enzyme und integraler Membranproteine voraus (Braulke und Bonifacino 2009). Die
neusynthetisierten ldslichen lysosomalen Proteine werden nach Transport vom endoplasmatischen
Reticulum (ER) zum Golgi-Apparat an OH-Gruppen in Position C6 von ausgewdhlten terminalen
Mannose-Resten mit N-Acetylglucosamin-1-Phosphat durch den GIcNAc-Phosphotransferase-Komplex
modifiziert (Tiede et al. 2005). Durch Abspaltung der N-Acetylglucosamin-Reste durch das uncovering
enzyme (UCE) im trans-Golgi Netzwerk (TGN) wird der Mannose 6-Phosphat (M6P) Erkennungsmarker
freigelegt. Die M6P-modifizierten lysosomalen Hydrolasen werden von spezifischen Cargo-Rezeptoren,
den Mannose 6-Phosphat Rezeptoren (M6PR), im TGN gebunden und vom sekretorischen Pfad
abgezweigt. Nach vesikuldrem Transport der lysosomalen Hydrolase-M6PR-Komplexe zu endosomalen
Kompartimenten erfolgt eine Dissoziation der Komplexe. Wahrend die neusynthetisierten lysosomalen
Proteine zu den Lysosomen transportiert werden, gelangen die M6PR durch retrograden vesikuléren

Transport zum TGN, um weitere Transportrunden zu vermitteln (Braulke und Bonifacino 2009). Fur
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bestimmte neusynthetisierte lysosomale Proteine existieren alternative Cargo-Rezeptoren, wie das
lysosomale integrale Membranprotein 2 (LIMP2) und Sortilin, die M6P-unabhéangig sind (Coutinho et
al. 2012). Der M6P-unabhangige Transport der 3-Glucocerebrosidase zu den Lysosomen wird vermittelt
durch LIMP2, wahrend der Cargo-Rezeptor Sortilin wichtig fir den lysosomalen Transport der sauren
Sphingomyelinase, Prosaposin, Cathepsin D und H ist (Canuel et al. 2008; Lefrancois et al. 2003; Ni und
Morales 2006; Reczek et al. 2007). Der Transport von nicht M6P-modifiziertem Cathepsin D und
Cathepsin B zu Lysosomen erfolgt nach Sezernierung und Internalisierung via dem Low Density
Lipoprotein (LDL)-Rezeptor und dem LDL-Rezeptor-ahnlichem Protein 1 (Lrpl, Markmann et al.
2015).

1.1.1 Struktur lysosomaler Membranen und intrazellularer Transport
lysosomaler Membranproteine

Die lysosomale Membran stellt eine strukturelle Barriere zwischen dem sauren intralysosomalen Milieu
und dem Zytosol dar (Schwake et al. 2013). Makromolekiile, die fir den Abbau bestimmt sind, sowie
Metabolite und lonen, die aus der katabolen Funktion von Lysosomen stammen, missen durch die ca.
7-10 nm dicke, lysosomale Phospholipid-Membran importiert bzw. exportiert werden. Die lysosomale
Membran muss daher viele hochspezialisierte Proteine besitzen, die die verschiedenen Substrate entlang
des Protonengradienten transportieren (Schwake et al. 2013). Die Identifizierung der LMPs war aufgrund
ihrer geringen Abundanz, der groBen Hydrophobizitat und der technisch schwierigen Aufreinigung
anspruchsvoll. Durch Proteom-Analysen mit anschlieBender massenspektrometrischer Identifizierung
gelang es, zahlreiche neue LMPs zu identifizieren (Chapel et al. 2013; Reczek et al. 2007). Fir die
Mehrzahl der LMPs ist die Funktion unbekannt, jedoch war es durch Identifizierung von Patienten mit
Gendefekten oder durch Analyse von Knockout-Mausmodellen fir wenige LMPs mdglich, die Funktion
(-en) aufzukléren (Tabelle 1, Schroder et al. 2010).

Die Lysosomen-assoziierten Membranproteine (LAMP1 und LAMP2) und die lysosomalen integralen
Membranproteine (LIMP1 und LIMP2) stellen schatzungsweise 50% aller Proteine der lysosomalen
Membran dar (Eskelinen et al. 2003). Die LAMP-Proteine besitzen in ihren luminalen Doméanen mehr
als 10 benutzte N-Glykosylierungsstellen (Schwake et al. 2013). Die hoch glykosylierten luminalen
Domanen der LMPs bilden wahrscheinlich eine 5 bis 12 nm dicke Glykokalix auf der luminalen Seite
der lysosomalen Membran (Schwake et al. 2013; Wilke et al. 2012). Die Glykokalix ist vermutlich
wichtig fir die Stabilitdt und Integritdt der Lysosomen, unter anderem durch den Schutz vor

proteolytischem Abbau durch saure Hydrolasen (Fukuda 1991).
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Neben den hoch abundanten LAMP- und LIMP-Proteinen kennt man weitere LMPs, wie z. B. den
vakuolaren H*ATPase-Komplex, lonenkanale, lonen-, Lipid-, Cholesterin-, Nucleosid-, Aminoséaure-
und Zuckertransporter sowie eine grof’e Anzahl von Proteinen mit unbekannter Funktion (Ballabio und
Bonifacino 2020). Der intrazellulare Transport neusynthetisierter LMPs zu Lysosomen erfolgt auf
direktem oder indirektem Wege Uber die Plasmamembran (Braulke und Bonifacino 2009). Nach
Biosynthese und N-Glykosylierung im ER werden LMPs zum TGN transportiert, wo sie anschlieRend
durch vesikul&ren Transport zur Plasmamembran sortiert werden. An der Plasmamembran werden die
LMPs (ber Clathrin-vermittelte Endozytose in Vesikel verpackt, die mit frihen endosomalen
Kompartimenten fusionieren. Der weitere Transport der LMPs von friihen Endosomen zu Lysosomen
ist bislang wenig verstanden. Alternativ kénnen LMP auch direkt vom TGN ber Endosomen ins
lysosomale Kompartiment transportiert werden (Hunziker und Geuze 1996). Der zielgerichtete
vesikulare Transport zu Lysosomen wird durch Sortierungssignale in den zytoplasmatischen Doméanen
der LMPs vermittelt. Man unterscheidet Tyrosin- und Dileucin- basierte Sortierungssignale mit den
Konsensus-Sequenzen (YXX@, bzw. [DE]XXXL([LI], X = beliebige Aminoséure, @ = Aminosauren
mit hydrophoben Resten) (Bonifacino und Traub 2003).

1.1.2 Funktionen lysosomaler Membranproteine

Lysosomale Membranproteine besitzen wichtige physiologische Funktionen, wie die Azidifizierung des
lysosomalen Lumens, die Stabilisierung der lysosomalen Membran, den Transport von Metaboliten (z.B.
Aminoséauren, Monosaccharide, Nucleoside, Cholesterin) und lonen (z. B. Ca?*, Cl, K*, Fe?*, Zn?*), den
intrazellularen Transport neusynthetisierter loslicher lysosomaler Proteine und die Regulation von
Fusionsprozessen zwischen Membranen (Schwake et al. 2013). Neben den hoch exprimierten LAMP-
und LIMP-Proteinen existieren mehr als 120 weitere lysosomale Membranproteine und
Membranproteinkomplexe (Schroder et al. 2010). Defekte von LMPs filhren zu schweren
Systemerkrankungen, was deren essenzielle Bedeutung fur wichtige physiologische Funktionen
unterstreicht. Die ersten, durch Defekte in LMPs mit Transporter-Funktion beschriebenen lysosomalen
Speichererkrankungen waren die Salla-Erkrankung (Sialin-Defizienz) und die Zystinose (Cystinosin-
Defizienz, Tabelle 1, Ruivo et al. 2009).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung ausgewahlter lysosomaler Membranproteine.

Darstellung ausgewabhlter integraler Membranproteine, die fur die Struktur, Biogenese und Funktion von
Lysosomen wichtig sind. Die Membran-Topologien, Substrate und Transportrichtung des Transient
Receptor Potential Cation Kanals 1 (TRPML1), des Chloridkanals 7 (CIC7) und des Niemann-Pick Typ
C1-Proteins (NPC1) sind eingezeichnet.

Neben ihrer Bedeutung fur die Integritéat der lysosomalen Membran haben LAMP- und LIMP-Proteine
zahlreiche weitere Funktionen (Abb. 1). Nach kombinierter Ausschaltung von LAMP1 und LAMP2 in
Mausen wurde eine pathologische Akkumulation von nicht verestertem Cholesterin in Lysosomen
gefunden, was eine wichtige Funktion der LAMP-Proteine fiir die Cholesterin-Homoostase vermuten
lasst (Eskelinen et al. 2004). LAMP?2 ist wichtig flir die Reifung von Autophagosomen (Tanaka et al.
2000), Phagosomen (Huynh et al. 2007) und den intrazellularen Cholesterintransport (Schneede et al.
2011). LIMP2 besitzt multiple Funktionen, unter anderem als Cargo-Rezeptor fiir den biosynthetischen
Transport von B-Glucocerebrosidase vom ER zu Lysosomen (Reczek et al. 2007) und als Transporter-
Protein fur den lysosomalen Export von Cholesterin (Abb. 1, Heybrock et al. 2019). Das Niemann-
Pick Typ C1-Protein (NPC1) ist in Kombination mit dem NPC2-Protein fur den Transport von
Cholesterin vom lysosomalen Lumen durch die Glykokalix zur lysosomalen Membran und dem
anschlieBenden Export von Cholesterin ins Zytosol wichtig (Meng et al. 2020). So fuhren Mutationen
im NPC1-Gen zur Akkumulation von Cholesterin und Fettsauren im lysosomalen System (Brauer et al.

2019).

Eine wichtige Funktion fur die Homdostase der lysosomalen Ilonenkonzentrationen und

Membranpotentiale besitzen die lonenkandle TRPML1 (transient receptor potential cation channel,
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mucolipin subfamily, member 1) fir Ca%, Zn?" und Fe?-lonen, das Transmembranprotein 175
(TMEML175) fur K*-lonen und der CIC-7 Chloridkanal (CIC7) fur CI" lonen (Xu und Ren 2015).

LMP besitzen eine kritische Bedeutung bei viralen Infektionen. LIMP2 und NPC1 fungieren als
Rezeptoren fir Filoviren, wie das Ebolavirus, oder fiir das Enterovirus 71 (Carette et al. 2011,
Yamayoshi et al. 2009).

Bisher wurden Defekte in mehr als 10 Genen, die flir lysosomale Membranproteine kodieren, bei
Patienten identifiziert (Tabelle 1, Ruivo et al. 2009; Schwake et al. 2013). Fir die Mehrzahl der LMP
sind die Funktionen unbekannt; die Identifizierung neuer Gendefekte bei Patienten und die Analyse von
Tiermodellen nach Genausschaltung wird in der Zukunft méglicherweise zu einem besseren Verstandnis

der Bedeutung der LMP flir lysosomale Biogenese und Funktion fuhren.

1.2 Lysosomale Speicherkrankheiten

Henry G. Hers beschrieb im Jahre 1963, dass Morbus Pompe, eine Glykogen-Speichererkrankung, auf
einen genetischen Defekt des lysosomalen Enzyms a-Glucosidase zurtickzufthren ist, die am Abbau von
Glykogen beteiligt ist (Hers 1963).

Damit wurde erstmals beschrieben, dass Gendefekte, die zu einer verminderten Aktivitdt oder dem
vollstdndigen Funktionsverlust eines lysosomalen Enzyms filhren, Ursache fir das Auftreten sog.

»Speichererkrankungen® sind.

Lysosomale Speichererkrankungen (im nachfolgenden als LSDs = Lysosomal Storage Diseases
bezeichnet) resultieren aus Mutationen in Genen, die fir die Biogenese und Funktion von Lysosomen
essenziell sind. Die Mehrzahl der Gene kodiert fur Idsliche lysosomale Enzyme oder lysosomale
Membranproteine. Man kennt ca. 60 verschiedene losliche lysosomale Proteine und mindestens 125
verschiedene lysosomale Membranproteine (Llbke et al. 2009; Schwake et al. 2013). Es wurden aber
auch Patienten mit Defekten in Genen identifiziert, deren extralysosomal lokalisierten Genprodukte fur
posttranslationale Modifikationen und Sortierung neusynthetisierter lysosomaler Proteine wichtig sind
(Schultz et al. 2011). Durch den partiellen oder vollstandigen Funktionsverlust der mutanten
lysosomalen Proteine akkumulieren nicht abgebaute Makromolekile oder niedermolekulare
Metabolite/lonen in Lysosomen bei Transporterdefekten und das akkumulierende Speichermaterial kann
zum Untergang der Zelle fihren. LSDs wurden aufgrund der chemischen Zusammensetzung des
Speichermaterials unterteilt in Lipidosen, Mukopolysaccharidosen, Glykogenosen, Gangliosidosen,
Mucolipidosen und neuronale Lipofuszinosen (Mehta und Winchester 2013). Die Inzidenz aller LSDs

wird weltweit auf 1:5000 geschétzt (Fuller et al. 2006). Die tatsachliche Inzidenz dirfte aufgrund falscher
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Diagnosen oder nicht diagnostizierter Patienten jedoch weitaus hoher liegen. Die Mehrzahl der
identifizierten LSDs werden autosomal-rezessiv vererbt (Fuller et al. 2006). Ausnahmen bilden die LSDs
Morbus Fabry (o-Galaktosidase A-Defizienz, MIM#: 301500) wund Morbus Hunter/
Mukopolysaccharidose Typ Il (Iduronat-2-Sulfatase-Defizienz, MIM#: 309900), die X-chromosomal-
rezessiv vererbt werden sowie die Danon-Krankheit (LAMP2-Defizienz, MIM#. 300257) und die
CLN4-Erkrankung (CSPa-Defizienz, MIM#: 162350), die X-chromosomal-dominant bzw. autosomal-
dominant vererbt werden (Adam et al. 2006; Nishino et al. 2000; Noskova et al. 2011; Tylki-Szymanska
2014).
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Tabelle 1: Durch LMP-Defekte verursachte LSDs (modifiziert nach Schwake et al. 2013). MIM: Mendelian

Inheritage in Man

LMP (magliche) Funktion Q?’Saoﬁllﬁgitf Referenz
Regulation der
lysosomalen GroRe,
Regulation des CLN3-Erkrankung,
CLN3 lysosomalen pH-Wertes, juveniler Ph&notyp (Lerner 1995)
Transport von Arginin, MIM# 204200
lysosomale Ca 2*-
Homd@ostase
CLN7-Erkrankung,
. spat-infantiler "
- ?
CLN7 Metabolit-Transport (?) Phanotyp (Siintola et al. 2007)
MIM# 610951
?Cl)cs:t_ezoe?:;g? Protonen- und Anionen LT3 e
op : Osteoporose (Kornak et al. 2001)
assoziiertes (CI)-Transport MIME 611490
Membranprotein 1)
L H*- und L-Cystein- Cystinose
Cystinosin Symport MIM# 219800 (Town et al. 1998)
Transfer von Acetylresten
;Gﬁ;\_IAT (ETREE- auf terminale N- Mukopolysaccharidose (Fan et al. 2006;
IEcosaminide-N- Glucosaminreste von Typ HIC Hrebicek et al. 2006)
gcet transforase)  Heparin oder MIM# 252930
y Heparansulfat
Autophagie, lysosomale )
LAMP2 Fusion und Danon-Erkrankung (Nishino et al. 2000)

LIMP2/SCARB2

LMBRD1 (limb
development
membrane protein
domain containing 1)

NPC1

Mucolipin 1

Sialin

Transport

Chaperon und Transport
von B-Glucocerebrosidase,
Export von Cholesterin

Export von Cobalamin

Lipid-, Cholesterin- und
Ca?*-Transport

Kationenkanal

Export von Sialinséure
und sauren Hexosen,
Import von Asparagin und
Glutamin

MIM# 300257

Action-myoclonus-
renal-failure Syndrom
MIM# 254900

Cobalamin F-Typ
Erkrankung
MIM# 277380

Niemann-Pick Typ C
MIM# 257220

Mukolipidose Typ IV
MIM# 252650

Salla-Erkrankung
MIM# 604369

(Berkovic et al.
2008; Heybrock et
al. 2019)

(Rutsch et al. 2009)

(Carstea et al. 1997)

(Bargal et al. 2000;
Sun et al. 2000)

(Verheijen et al.
1999)
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1.2.1 Neuronale Ceroid-Lipofuszinosen

Die neuronalen Ceroid-Lipofuszinosen (NCL), umgangssprachlich auch Kinderdemenz genannt, bilden
eine heterogene Gruppe von neurodegenerativen lysosomalen Speichererkrankungen (Schulz et al.
2013). Die NCL sind die haufigste Ursache flir Neurodegeneration im Kindesalter. Die Erkrankungen
werden durch Defekte in 13 unterschiedlichen NCL-Genen verursacht und werden bis auf die autosomal-
dominant vererbbare CLN4-Erkrankung mit adultem Phéanotyp autosomal-rezessiv vererbt (Tabelle 2,
Mukherjee et al. 2019). Die NCL-Gene kodieren fiir 16sliche lysosomale Enzyme, Membranproteine des
ER und des Lysosoms, ER-Cargo Rezeptoren sowie zytosolische und sekretorische Proteine, die fir
lysosomale Biogenese und Funktion wichtig sind (Mole und Cotman 2015). Die CLN6- und CLN8-
Membranroteine bilden im ER einen Komplex, der fir die Rekrutierung und den anschliessenden CLN8-
vermittelten Transport neusynthetisierter Igslicher lysosomaler Proteine zum Golgi-Apparat wichtig ist
(Bajaj et al. 2020; di Ronza et al. 2018). Die Krankheitshezeichnung leitet sich von der charakteristischen
Speicherung eines autofluoreszierenden, wachsartigen Ceroid-Lipofuszinmaterials in Neuronen und in
anderen Zelltypen ab, die bei allen NCL-Formen zu finden ist (Kollmann et al. 2013). Gemeinsame
klinische Merkmale der NCL sind Retinopathie mit finaler Erblindung, Epilepsie, progredienter geistiger
sowie korperlicher Abbau und eine vom Gendefekt-abhéngige verkirzte Lebenserwartung (Schulz et al.
2013). Die Mehrheit der NCL-Patienten mit Ausnahme der kongenitalen und infantilen Formen ist bei
der Geburt unauffallig und die friihkindliche Entwicklung ist altersentsprechend (Santavuori et al. 2001).

Die Klassifizierung der NCL erfolgte friher klinisch aufgrund phénotypischer Unterschiede und dem
Alter bei Manifestation der ersten Symptome. Man unterschied kongenitale, infantile, spat-infantile,
juvenile und adulte Verlaufsformen (Tabelle 2). Die Klassifizierung erfolgt heute auf genetischer
Grundlage. Hierbei wird die NCL-Erkrankung durch Angabe des mutierten Gens in Kombination mit
dem klinischen Phdnotyp kategorisiert(Tabelle 2, Williams und Mole 2012). Die Inzidenz der NCL wird
in Deutschland auf 1:30000 Lebendgeborenen geschatzt (http://ncl-netz.de/patienten_info.htm). Die
CLN3-Erkrankung mit juvenilem Phanotyp ist die hdufigste NCL-Form in Deutschland. 85% der CLN3-

Patienten mit juvenilem Phanotyp besitzen eine Deletion der Exone 7 und 8 im CLN3-Gen, die auf
Proteinebene zu einer Leserahmenverschiebung und einer Verkiirzung des CLN3-Proteins mit Retention
im ER fihrt (Cotman und Staropoli 2012; Jarveld et al. 1999).
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Tabelle 2: Ubersicht tiber die NCL-Erkrankungen (modifiziert nach Mukherjee et al. 2019)

NCL- Protein Subzellulare Funktion Phanotypen
Gen Lokalisation
CLN1 Palmitoyl-Protein- lysosomales Lumen Palmitoyl-Protein- INCL, LINCL,
Thioesterase 1 Thioesterase JNCL, ANCL
(PPT1)
CLN2  Tripeptidyl-Peptidase  lysosomales Lumen Serin-Protease LINCL, JNCL
1 (TPP1)
CLN3 CLNS3 lysosomale Membran,  unbekannt JNCL
prasynaptische Vesikel
CLN4  CSPa, (Cystein Zytosol, assoziiert mit  beteiligt an ANCL
string protein o), vesikularen Exozytose und
DNAJC5 Membranen Endozytose als
HSC70 Ko-
Chaperon
CLN5 CLN5 lysosomales Lumen unbekannt LINCL, JNCL,
ANCL
CLN6 CLNG6 ER-Membran Rekrutierung LINCL, ANCL
lysosomaler
Enzyme im ER im
Komplex mit CLN8
CLN7/ CLN7 lysosomale Membran unbekannt LINCL, JNCL
MFSD8
CLN8 CLN8 ER/ cis Golgi- Cargo-Rezeptor fur ~ LINCL, JNCL
Membranen I6sliche lysosomale
Proteine
CLN10 Cathepsin D (CTSD) lysosomales Lumen, Aspartyl-Protease Kongenitale
extrazellular NCL, LINCL,
JNCL, ANCL
CLN11 Progranulin extrazelluldr unbekannt ANCL
CLN12 ATPase 13A2 lysosomale Membran unbekannt JNCL
CLN13 Cathepsin F (CTSF)  lysosomales Lumen Thiol Protease ANCL
CLN14 KCTD7 (Potassium Zytosol; partiell an unbekannt INCL, LINCL

INCL: infantile NCL, LINCL: spét-infantile NCL, JNCL: juvenile NCL; ANCL: adulte NCL

channel tetrame-
rization domain-
containing protein 7)

Membranen assoziiert.

Die Krankheitspathologie ist durch einen fortschreitenden neuronalen Verlust gekennzeichnet, der zu

einer Atrophie des Zentralnervensystems fihrt, die in der Retina, im Cerebrum und Cerebellum sehr
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ausgepragt ist. Bei den NCL akkumulieren ubiquitér autofluoreszierende Ceroid-Lipofuszin-haltige
Lipopigmente, (Kohlschutter und Goebel 1997). Im Gegensatz zu anderen lysosomalen
Speichererkrankungen, bei denen die biochemische Zusammensetzung des Speichermaterials spezifisch
fur den Gendefekt ist, sind die NCL nicht durch die Beschaffenheit und Ultrastruktur des
Speichermaterials unterscheidbar (Palmer 2015). Somit sind Ruckschlisse von der biochemischen
Zusammensetzung und der Ultrastruktur des Speichermaterials auf die Funktion des defekten Proteins
nicht moglich. Isoliertes Speichermaterial, das gesunden Zellen zugefiihrt wurde, konnte auch nicht von
diesen abgebaut werden, was darauf hindeutete, dass es sich um ein sekundéres Speichermaterial handelt
(Elleder et al. 1995). Aufgrund der Ultrastruktur in elektronenmikroskopischen Analysen wird das
Speichermaterial morphologisch in sogenannte granuldre Einschlisse (granular osmiophilic deposits
(GRODs)) und Einschlusse mit heterogenen Strukturen (kurvilineare, geradlinige oder Fingerabdruck-
Profile) unterschieden. GRODs werden in Biopsien von CLN1-, CLN4- und CLN10-Patienten detektiert,
wahrend Einschlisse mit heterogenen Strukturen in CLN2-, CLN3-, CLN5-, CLN6-, CLN7-, CLNS8-,
CLN210- und CLN14-Patienten gefunden wurden (Radke et al. 2015). Biochemische Untersuchungen
zeigten, dass die Untereinheit ¢ der mitochondrialen ATP-Synthase (SCMAS) die
Hauptproteinkomponente des granuldren Speichermaterials darstellt, wahrend die Sphingolipid-
Aktivatorproteine A und D (Saposine) in Einschliissen mit heterogenen Strukturen gefunden wurden
(Palmer 2015; Radke et al. 2015).

Bisher wurden mehr als 490 verschiedene Patientenmutationen in den 13 bekannten NCL-Genen

identifiziert und kategorisiert (https://www.ucl.ac.uk/ncl-disease/mutation-and-patient-database). Die

Mehrzahl der NCL-Erkrankungen ist bislang nicht kausal heilbar. Die therapeutische Effizienz
experimenteller Therapien, wie Stammzell-, Enzymersatz-, Gen- und small molecule Therapien wurde
an etablierten NCL-Tiermodellen mit einigen vielversprechenden Ergebnissen gezeigt (Johnson et al.
2019; Kohlschitter et al. 2019; Mole et al. 2019). So wurde 2017 erstmalig Cerliponase-Alfa, ein
rekombinantes Proenzym der humanen Tripeptidyl-Peptidase 1 zur Behandlung von CLN2-Patienten
weltweit zur intraventrikuldren Enzymersatztherapie (EET) zugelassen (Markham 2017). Phase /Il
Studien (NCTO01907087) zeigten, dass die intrathekale Injektion von Cerliponase-Alfa zu einer
signifikant geringeren Progression der motorischen und sprachlichen Verschlechterung bei CLN2-
Patienten im Vergleich zu historischen, nicht-behandelten Kontrollpatienten fiihrte (Schulz et al. 2018).
Die Enzymersatztherapie ist jedoch nur bei Patienten mit Defekten in Genen, die fir Isliche lysosomale
Proteine (CLN1, CLN2, CLN5, CLN10, CLN11 und CLN13) kodieren, als therapeutische Option

maoglich. Die therapeutische Effizienz von small molecule oder Gentherapien wird zurzeit fur NCLs mit
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Defekten in Transmembranproteinen (CLN3, CLN6, CLN7, CLN8 und CLN12) getestet (Kohlschiitter
et al. 2019; Mole et al. 2019).

1.2.2 CLNY

Da im Mittelpunkt dieser Dissertationsschrift die Analyse eines Zellmodells der CLN7-Erkrankung und
die biochemische Charakterisierung des CLN7-Proteins standen, werden im Nachfolgenden auf die
molekularen Grundlagen sowie klinische und neuropathologische Merkmale der CLN7-Erkrankung

eingegangen.
CLN7/MFSD8-Gen

Der humane CLN7/MFSD8-Genlokus liegt auf dem Chromosomen 4q28.1-g28.2. Die Lage des
Genlokus wurde mit Hilfe von SNP-Scan (Single Nucleotide Polymorphism) und Homozygotie-
Mapping von 10 betroffenen Familien mit Uiberwiegend tiirkischem Ursprung identifiziert (Siintola et al.
2007). Die genomische DNA des CLN7/MFSD8-Gens ist 48.24 kb groR und enthdlt 13 Exons
(https://www.omim.org/entry/611124). Die genomische CLN7/MFSD8-Sequenz ist in Vertebraten
hochkonserviert (Siintola et al. 2007). Northern-Blot-Analysen zeigten, dass die CLN7/MFSD8-mRNA,

deren Haupt-Transkript ungeféahr 5 kb groB ist, beim Menschen ubiquitar exprimiert wird, mit héchsten

Konzentrationen im Herzen, in der Leber, in der Skelettmuskulatur und im Pankreas (Siintola et al.
2007). Real-time PCR-Analysen kultivierter primérer Neurone, Mikrogliazellen und Astrozyten aus der
Ratte zeigten, dass die CIn7 mRNA-Expression in Neuronen 12- bzw. 6- fach hoher war als in
Mikrogliazellen bzw. Astrozyten (Sharifi et al. 2010).

Das CLN7/MFSD8-Gen enthélt eine Sequenz fur MFS (major facilitator superfamily) (Siintola et al.
2007). Bislang wurden tiber 100 humane MFS-Transporter-Gene identifiziert. Sie kodieren fiir sekundar
aktive Transporter, die eine Vielzahl von Substraten wie Nahrstoffe, Metabolite und Signalmolekiile
durch die Membran bewegen (Pao et al. 1998). MFS-Transporter sind mit zahlreichen Krebs- und
Stoffwechselerkrankungen assoziiert und werden daher als potenzielle Targets fur Therapien angesehen
(Quistgaard et al. 2016). Darlber hinaus enthalt der Promoter des CLN7/MFSD8-Gens ein CLEAR
(Coordinated Lysosomal Expression And Regulation) -Element mit der Sequenz GTCAGGTGCG,
welches eine Bindungsstellen fur TFEB (Transkriptionsfaktor EB) darstellt. Die Mehrzahl der Gene, die
fir lysosomale Biogenese und Funktion sowie Autophagie wichtig sind, wird durch TFEB reguliert
(Sardiello et al. 2009).
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CLN7-Protein

CLN7 ist ein polytopes, lysosomales Membranprotein mit 12 Transmembran-Domé&nen bestehend aus
518 Aminosauren und zytosolisch gelegenen C- und N-terminalen Enden. Das geschatzte

Molekulargewicht der nicht-glykosilierten Form betrégt 58 kDa (Siintola et al. 2007).

Zytosol
518

L8 L10 COOH

NH
Abbildung 2: Schematische Darstellung des CLN7-Proteins. Die 12 Transmembrandoménen sowie 11
Schleifen (L1-L11) mit den N-Glykosylierungsstellen N371 und N376 in L9 sind eingezeichnet.

Die groRe Luminal-Schleife L9 von CLN7 enthalt 2 benutzte N-Glykosylierungsstellen in den Positionen
N371 und N376, die fur den intrazelluldren Transport von CLN7 zu Lysosomen nicht wichtig sind
(Steenhuis et al. 2010). Ein N-terminales lysosomales Sortierungssignal, das ein Dileucin-Motiv enthilt,
wurde 2010 von 2 Arbeitsgruppen unabhangig voneinander identifiziert (Sharifi et al. 2010; Steenhuis
et al. 2010). Pull-Down-Experimente zeigten, dass das N-terminale Dileucin-Motiv von CLN7 mit dem
tetrameren Adaptorprotein 1 (AP1) in vitro interagiert (Sharifi et al. 2010). CLN7 wird sowohl direkt
vom Golgi-Apparat zum endo-lysosomalen Kompartiment als auch indirekt ber die Plasmamembran
mit anschlieBender Clathrin-vermittelter Endozytose zu Lysosomen sortiert (Sharifi et al. 2010;
Steenhuis et al. 2010). In den Lysosomen wird CLN7 durch die lysosomale Cysteinprotease Cathepsin L

in Schleife L9 zu einem 36 kDa groRRen Fragment gespalten (Steenhuis et al. 2012).

Die Funktion von CLN?7 ist unbekannt. Sequenzhomologien zur Medikament/H*-Antiporter Gruppe
DHAL der MFS (Major Facilitator Super Family) -Transporter lassen vermuten, dass CLN7 ein
lysosomaler Transporter sein konnte (Pao et al. 1998). MFS-Transporter sind sekundér aktive
Transporter von Zuckern, Aminosduren, Medikamenten, Nucleosiden, sowie organischen und
anorganischen Kationen und Anionen (Reddy et al. 2012). CLN7 gehdrt dabei zu einer Gruppe von MFS-
Transportern, die entweder an der Plasmamembran und/oder in intrazellularen Kompartimenten
lokalisiert sind (Perland et al. 2017). Eine mdgliche Erklarung fiir lysosomale Speicherung bei CLN7-

Defekten wére die Akkumulation einer oder mehrerer monomerer CLN7-Substrate, die nicht aus den
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Lysosomen in das Zytosol exportiert werden kénnen. Alternativ kdnnte CLN7 auch flir den Import von

Substraten in die Lysosomen wichtig sein.

1.2.3 CIn7-Tiermodelle

Um die Krankheitsmechanismen bei der CLN7-Erkrankung besser zu verstehen, wurden Phénotypen
von durch gene targeting erzeugten Fliegen- und Maus-Modellen (Brandenstein et al. 2016; Connolly et
al. 2019; Damme et al. 2014) als auch von natirlich vorkommenden Hunde-, Katzen- und Affenmodellen
untersucht (Ashwini et al. 2016; Faller et al. 2016; Guevar et al. 2020; Guo et al. 2015; McBride et al.
2018). 2016 wurde durch Deletion von Exon 2 des orthologen Mfsd8/CIn7-Gens der Maus ein Modell
fur die CLN7-Erkrankung generiert, das die wichtigsten pathologischen Merkmale der Erkrankung
zeigte (Brandenstein et al. 2016). Die CIn7 ko Mause sind lebensfahig und fertil. Ab einem Alter von 8
Monaten wurden neurologische Ausfélle wie Myoklonien und Hinterbein-Paresen gefunden. Ferner war
die Mortalitat der CIn7 ko Méause im Vergleich zu altersgleichen WT-Mausen erhéht (Brandenstein et
al. 2016). Die altersabhéngige Akkumulation von autofluoreszierendem Einschliissen, die Speicherung
von SCMAS und Saposin D sowie die erhéhte Expression lysosomaler Cathepsine B, D und Z im Gehirn
der CIn7 ko Mause lieRen die Schlussfolgerung zu, dass eine CLN7-Defizienz zu lysosomaler
Dysfunktion fuhrt (Brandenstein et al. 2016). Ferner waren in elektronenmikroskopischen Aufnahmen
von Ultradiinnschnitten aus CIn7 ko Cerebella auch typische Zelleinschlisse mit sog. Fingerabdruck-,
rectilinearen- und kurvilinearen-Profilen in Purkinje-Zellen zu finden (Brandenstein et al. 2016). Durch
MRI-Analysen wurde Neurodegeneration im Cerebrum und Cerebellum im fortgeschrittenen Alter der
CIn7 ko Méuse gezeigt. In der Retina der CIn7 ko Mause wurde eine fortschreitende Degeneration von
Photorezeptor-Zellen, die von einer reaktiven Astrogliose und Mikrogliose und einer Akkumulation von
Speichermaterial begleitet wurden, detektiert (Jankowiak et al. 2016). Aufgrund der Speicherung von
neuronalen p62- und Ubiquitin-positiven Protein-Aggregaten im ZNS ist es mdglich, dass auch die
Makroautophagie in der Retina in Abwesenheit von CLN7 gestort ist. Es ist wahrscheinlich, dass die
lysosomale Dysfunktion und die resultierende Stérung der Makroautophagie zur Neurodegeneration im

Cerebellum, Cerebrum und der Retina beitragen (Brandenstein et al. 2016).

Ebenso lielen sich die typischen neurologischen Symptome wie zunehmende Sehschwache, Tremor,
Ataxie und die Neurodegeneration auch bei den natiirlich vorkommen CLN7-Tiermodellen wie bei den
japanischen Makake-Affen, chinesischen Schopfhunden, Chihuahuas und Katzen beobachten (Abb.2,
Ashwini et al. 2016; Faller et al. 2016; Guevar et al. 2020; Guo et al. 2015; Abb. 2, McBride et al. 2018).

Tiermodelle stellen eine wichtige Saule zum besseren Verstandnis der Pathomechanismen der NCLs und

der préklinischen Entwicklung und Testung wirksamer Therapien fiir die CLN7- und andere CLN-
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Erkrankungen dar (Faller et al. 2015). Der Nachweis der therapeutischen Wirksamkeit der
intracerebrospinalen Injektion rekombinant hergestellter TPP1 an einem Hundemodell der CLN2-
Erkrankung stellte die Grundlage fir klinische Studien an CLN2-Patienten dar (Schulz et al. 2018;
Vuillemenot et al. 2015). Nach Auswertung der klinischen Studien wurde Cerliponase Alfa 2017 als
Medikament zur Behandlung der CLN2-Erkrankung in den USA und der EU zugelassen (Markham
2017; Schulz et al. 2018).

1.2.4 Die CLN7-Erkrankung

Die CLN7-Erkrankung gehort zur Gruppe der spat-infantilen NCLs (LINCLs) und wird autosomal
rezessiv vererbt. Aufgrund der Erstbeschreibung von Patienten mit CLN7/MFSD8-Gendefekten in der
Turkei wurde die CLN7-Erkrankung als tlrkische Variante der LINCLs bezeichnet, mittlerweile wurden
jedoch weitere CLN7-Patienten im Iran, Israel, Saudi-Arabien, Agypten, Rumanien, Bulgarien,
Albanien, Tschechische Republik, Italien, Spanien, Niederlande, Grossbritannien, Kanada, USA,
Argentinien, China und Indien identifiziert (https://www.ucl.ac.uk/ncl-disease/mutation-and-patient-
database, Aiello et al. 2009; Aldahmesh et al. 2009; Bauwens et al. 2020; Craiu et al. 2015; Hosseini
Bereshneh und Garshasbi 2018; Kousi et al. 2012; Kousi et al. 2009; Kozina et al. 2018; Mandel et al.
2014; Patino et al. 2014; Ren et al. 2019; Roosing et al. 2015; Siintola et al. 2007; Stogmann et al. 2009;
Zare-Abdollahi et al. 2019). Die CLN7-Erkrankung mit spét-infantilem Phanotyp (MIM#610951)
manifestiert sich erstmalig im Alter von 1,5 bis 5 Jahren mit Entwicklungsregression und epileptischen
Anféllen (Kousi et al. 2009). Zu den weiteren Symptomen zahlen Sprachverlust, motorische und mentale
Retardierung, Myoklonien und zerebellare Ataxie. Die mittlere Lebenserwartung der CLN7-Patienten
ist mit 11,5 Jahren stark verkirzt (Kousi et al. 2009). Magnetresonanztomographische Aufnahmen des
Gehirns von CLN7-Patienten zeigten eine Atrophie des Grof3- und Kleinhirns, sowie ein periventrikulare
Abnahme der weillen Gehirnmasse (Kousi et al. 2009). Bis 2017 wurden 39 verschiedene Mutationen
im humanen CLN7/MFSD8-Gen identifiziert; am haufigsten ist die missense-Mutation p.T294K (Abb. 3,

https://www.ucl.ac.uk/ncl-disease/mutation-and-patient-database). Die missense-Mutationen sind in der

gesamten CLN7-Sequenz sowohl in luminalen, zytosolischen und Transmembran-Domanen lokalisiert
(Abb. 3).
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Eine Kumulation von missense-Mutationen existiert in der zweiten zytosolischen Schleife
(Aminosduren 157-170) und in der Transmembrandomane 11 (Aminosduren 452-469) von CLN7.
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Abbildung 3: Lokalisation der identifizierten CLN7- Patientenmutationen im CLN7- Protein. Positionen der
missense- (mit *gekennzeichnet) und nonsense- (mit X gekennzeichnet) -Mutationen sind in rot eingezeichnet.
Mutationen, die mit einem milderen Krankheitsverlauf oder mit isolierter ophthalmologischer Symptomatik
assoziiert waren, sind in blau gekennzeichnet.

CLN7-Patienten mit spat-infantilem Phé&notyp zeigen trotz des variablen zeitlichen Beginns der ersten
Symptomatik einen relativ uniformen Krankheitsverlauf, was mit einem vollstdndigen Funktionsverlust
der mutierten CLN7-Proteine erklarbar wére (Kousi et al. 2012). Neben dem spét-infantilen Phanotyp
wurde auch ein CLN7-Patient mit juvenilem Phanotyp beschrieben. Bei diesem CLN7-Patienten wurde
die missense-Mutation p.A157P im CLN7-Protein identifiziert (Abb. 3) und ein milderer
Krankheitsverlauf beschrieben: Sehschwache mit 11 Jahren, motorische Einschrankungen mit 24 Jahren,
epileptische Anfalle mit 25 Jahren und Benutzung eines Rollstuhls mit 39 Jahren (Kousi et al. 2009).
Ferner existieren adulte Patienten mit CLN7-Mutationen, bei denen eine isolierte Zapfen-Stabchen-
Dystrophie bzw. Makula-Dystrophie ohne Auftreten der typischen NCL-Symptomatik beschrieben
wurde (MIM#616170). Bei diesen CLN7-Patienten mit adultem Phéanotyp wurden die Mutationen
p.E336Q, p.P412L und p.M454T und identifiziert (Abb. 3, Roosing et al. 2015; Zare-Abdollahi et al.
2019). Es ist zu vermuten, dass die missense-Mutationen, die mit einem milderen Krankheitsverlauf

verbunden sind, nur zu einem partiellen Funktionsverlust des CLN7-Proteins fiihren.

Bei der CLN7-Erkrankung sind in vielen Geweben autofluoreszierende Ceroid-Lipopigmente zu

detektieren. Der elektronenmikroskopische Nachweis von Speichermaterial in Hautbiopsien in
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Kombination mit humangenetischen Analysen und klinischen Untersuchungen erlauben die Diagnose
einer CLN7-Erkrankung (Radke et al. 2015). In elektronenmikroskopischen Analysen von Biopsien aus
der Haut, Bindehaut und dem Rektum wird bei allen NCL Speichermaterial detektiert. Man unterscheidet
aufgrund der Ultrastruktur der Einschlisse in der Elektronenmikroskopie Fingerabdruck-, rectilineare
und kurvilineare Strukturen (Anderson et al. 2013). Die Akkumulation der autofluoreszierenden
Lipopigmente ist besonders prominent in den Perikarya und den Axonhugeln der Neurone, schwécher
in Astrozyten und am geringsten in Oligodendrozyten, Ependymzellen und im Plexus choroideus (Mole
et al. 2011). Die neuronale Speicherung ist dabei sehr ausgeprdagt in den Schichten 1l —VI der
GroBhirnrinde, in cerebelldren Purkinje-Zellen und in Neuronen des Hippocampus. Bereiche ohne
Speichermaterial enthielten hypertrophe Astrozyten und Phagozyten, also Mikroglia, die entweder
einzeln waren oder aggregiert zu resorptiven Knotchen vorlagen und mit autofluoreszierenden
Ablagerungen beladen waren (Mole et al. 2011). In der Retina kommt es zu einer allméahlichen
Degeneration von Photorezeptoren durch progressive Reduktion der Neurone, die sich proportional zur
Progression der Erkrankung zeigte mit einer zusétzlichen reaktiven Astrozytose (Mole et al. 2011).

Zum jetzigen Zeitpunkt existieren noch keine kurativen Therapieoptionen fir die CLN7-Erkrankung wie
fur die meisten NCLs. In einer 1-Personen Studie einer 7-jahrigen CLN7-Patientin wurde die
therapeutische Effektivitét eines 22-mer Antisense-Oligonukleotid (Milasen) erprobt, das das Spleien
der pra-mRNA von CLN7 verdndern und verbessern soll (Kim et al. 2019). Symptomlindernde, palliative
Behandlungsansétze stellen weiterhin die therapeutischen Hauptsdulen fir Betroffene und deren
Familien dar, um die optimale Lebensqualitdt im Rahmen dieser Erkrankung fiir sie zu ermdglichen
(Schulz et al. 2013).
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2 Zielsetzung

Mutationen im CLN7/MFSD8-Gen, welches fur das lysosomale CLN7-Transmembranprotein kodiert,
fuhren zur neurodegenerativen CLN7-Erkrankung. CLN7 besitzt Sequenzhomologien zur Gruppe der
sekundar aktiven Transporter der Major Facilitator Superfamilie (MFS). Die Funktion/-en und
maoglichen Substrate des CLN7-Proteins sind jedoch unbekannt. Ferner ist unklar, warum die Defizienz
des putativen lysosomalen CLN7-Membrantransporters zu lysosomaler Dysfunktion, Stérungen der
Autophagie, Akkumulation von autofluoreszierendem Speichermaterial, Neuroinflammation und zur
selektiven Schadigung und zum Untergang von Neuronen im Cerebrum, im Cerebellum und in der
Photorezeptoren-Schicht der Retina fihrt. Zur Analyse von Pathomechanismen bei der CLN7-
Erkrankung wurde im Labor ein CIn7 knockout (CIn7 ko) -Mausmodell generiert, das wichtige
Merkmale der CLN7-Erkrankung beim Menschen im Gehirn und in der Retina rekapituliert.

In der vorliegenden Arbeit sollte herausgefunden werden, welche molekularen Mechanismen zu
lysosomaler Dysfunktion bei der CLN7-Erkrankung beitragen. Als Modell fur die Untersuchungen
wurden immortalisierte embryonale Fibroblasten (MEFs) und priméare Makrophagen aus dem etablierten
CIn7 ko Mausmodell verwendet. Zur Analyse quantitativer Unterschiede lysosomaler Proteine wurde
das Proteom von WT und CIn7 ko MEFs nach Isotopenmarkierung (SILAC) und anschlieRender
magnetischer Isolierung reiner Lysosomen durch massenspektrometrische Untersuchung bestimmt.
Basierend auf den quantitativen Proteomdaten aus CIn7 ko MEFs sollten die Daten anschliefend an

CIn7 ko Makrophagen verifiziert werden.

Des Weiteren sollten durch Green Fluorescent Protein (GFP)-Affinitatsaufreinigung mit anschlieender
massenspektrometrischer Detektion Interaktionspartner von CLN7 identifiziert werden, die
moglicherweise zu einem besseren Verstandnis der unbekannten Funktion von CLN7 und seiner
moglichen Bedeutung flr Reaktions- und Signalkaskaden beitragen. Ferner sollte im Rahmen der
Expressions- und Interaktionsanalysen Uberprift werden, ob dimere oder oligomere CLN7-Formen in

lysosomalen Membranen existieren.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

Gerat Modell Hersteller
Autoklav 3850 EL Systec
Gel-/Blotdokumentationsanlage ChemiDoc™XRS Bio-Rad

CO»-Inkubator
Dounce-Homogenisator

Drehrad

Eismaschine

Feinwaage

Fluoreszenzdetektor
Geldokumentationsanlage
Gelelektrophoresekammer (Agarosegele)
Gelelektrophoresekammer (SDS-PAGE)
Geltrockner

Heizblock

Inkubator

Inverses Mikroskop

Konfokales Fluoreszenzmikroskop
Magnetrihrer

Mikrowelle

pH-Meter

Photometer

Pipetten

Pipettierhilfe

Schattler

Semi-Dry Elektroblotter

Spannungsquelle

Galaxy®170S
1ml

Rotator

AF10

AC 100
MX3000P

E Box VX2
PerfectBlue Maxi M
PerfectBlue Twin M
GelAir Dryer
HLC by
Innova 4230
CKX31

DM IRE2

MR Hei-Mix D
Promicro
MP220
BioPhotometer
Research plus
peqMATE
Innova 4080
PerfectBlue™

PeqPOWER E300

New Brunswick
Wheaton
Neolab
Scotsman
Mettler Toledo
Stratagene
Vilber

Peqlab

Peglab

Bio-Rad

Ditabis

New Brunswick
Olympus

Leica

Heidolph
Whirlpool
Mettler Toledo
Eppendorf
Eppendorf
Peqlab

New Brunswick
Peqlab

Peqlab
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Spektrophotometer
Sterilwerkbank
Stickstofftank
Thermocycler
Ultrazentrifuge
UV-Lampe
Vakuumpumpe
Vortexer

Waage

Wasserbad

Zentrifugen

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Nanodrop ND-1000
Herasafe KS
ARPEGE 55
PeqSTAR

Sorvall Discovery™ M120
N36K

PC 2004 VARIO
peqTWIST

MR Hei-MixD
WBT22

5424R, 5415D, 5804R

Hersteller

Peglab

Thermo Scientific
Air liguide
Peqlab

Thermo Scientific
Konrad Benda-Herolab
Vacuubrand
Peqglab

Heidolph

Roth

Eppendorf

15 ml und 50 ml Zentrifugenréhrchen
Amicon Ultra-Zentrifugenfilter (3K)
Cellophanfolien

Deckglaser

Glaspipetten

Glaspléattchen

Immersionsol 518 C

Kanilen

Kryoréhrchen

Kuvetten

Linsenpapier MN 10 B
Nitrozellulosemembran Protran™
Parafilm

Petrischalen

Pipetten

Greiner Bio One
Merck
Putz Folien

Roth

Zeiss

BD
Sarstedt
Brand
Zeiss
Whatman
Bemis
Sarstedt

Eppendorf

Glaswarenfabrik Karl Hecht

Glaswarenfabrik Karl Hecht
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Pipettenspitzen

Reaktionsgefaie (0,2 ml; 1,5 ml; 2 ml)
Skalpelle

Spritzen

Spritzenvorsatzfilter

Superfrost Plus Objekttrager

Eppendorf, Sarstedt
Sarstedt

BBraun

BBraun

VWR

Glaswarenfabrik Karl Hecht

Whatman-Papiere Roth

Zellkulturflaschen Sarstedt

Zellschaber Sarstedt
3.1.3 Chemikalien, Assays und Kits

Chemikalie Hersteller

2- Mercapto-Ethanol (B-ME) Sigma-Aldrich

4¢,6-Diamino-2-Phenylindol (DAPI) Sigma-Aldrich

Acrylamid/Bisacrylamid Roth

Agar Roth

Agarose AppliChem

Ammoniumchlorid Sigma-Aldrich

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Roth

Aqua-Poly/Mount®

Bovines Serumalbumin (BSA)
Calciumchlorid (CaCl,)
Carbenicillin

Chloroform

Coomassie® Blue R
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

DNase |

E64

Polysciences
Serva

Merck

Roth

J. T. Baker
Serva

Roth
Sigma-Aldrich
Roche

Sigma-Aldrich

30



Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Formaldehyd

Glycerin

Glycin

HPLC-Wasser

Hefe-Extrakt

Isopropanol

Kaliumchlorid

Kanamycin

Luminol

Lysozym

Magnesiumchlorid (MgCly>)
Methanol

Milchpulver

Natriumcarbonat (Na>COs)
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO,)
Natriumthiosulfat (Na;S;0s)
NNN’N*-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Nonidet P 40 (NP40)
Paraformaldehyd (PFA)
p-Cumarinsdure

Pepstatin A

Ponceau S
Protease-Inhibitor-Coktail
Salzsaure (HCI)

Saponin

Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Serva
Sigma-Aldrich
Merck

Roth

Merck

Roth

Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Roche
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roche

Merck

Fluka
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Silbernitrat (AgNOs)
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Sukrose

Triton X-100

Trizma® Base (Tris)
Trypton/Pepton

Tween 20

Wasserstoffperoxid

Assays und Kits

Applichem
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

Roth

Merck

Hersteller

GenelJet Plasmid-Minipraparationskit
High-Capacity cDNA reverse transcription Kit
jetPEI™-Polyplus Transfektionsreagenz
KAPA Hifi™ PCR-Kit

KAPA Mouse Genotyping Hot Start Kit
PegGold Total RNA Kit

Phusion High-Fidelity PCR Kit

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Peglab

Peqlab

Peqglab

VWR

Life Technologies

Protein Assay Dye reagent Bio-Rad

QIAgquick®-Gelextraktionskit Qiagen

QIAquick®-Plasmid-Midipraparationskit Qiagen

Tagman® Gene Expression Assay Invitrogen
3.1.4 Vektoren

Vektoren Hersteller

p3XFLAG-CMV™-10 Sigma-Aldrich

pcDNA™ 3.1 D/V5 His-TOPO™
PEGFP-C1

Thermo Fisher Scientific

Takara Bio
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3.1.5 Bakterienstamm und Kulturmedien

— Bakterienstamm: chemisch kompetente E. coli Top10

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

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

Je nach Bedarf wurden Antibiotika zugegeben: 100 pg/ml Carbenicillin, 50 pg/ml Kanamycin

3.1.6 Zellen, Reagenzien und Zellkulturmedien

HEK293T -Zellen wurden von ATCC (American Type Culture Collection), MFSD8 ko HAP1-Zellen
von der Firma Horizon Genomics GmbH kommerziell erworben. Embryonale Mausfibroblasten (MEFs)

sowie Makrophagen (BMM) wurden aus CIn7 ko -Md&usen (Brandenstein et al. 2016) isoliert. Alle

Zelllinien wurden bei 37°C und 5 % CO; in folgenden Kulturmedien kultiviert:

Zelllinie Kulturmedium

HEK 293T DMEM, 10% FKS, 100 IU/ml Penicillin, 50 mg/ml Streptomycin, 1xGlutaMAX™

HAP1 IMDM, 10% FKS, 100 IU/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 1xGlutaMAX™

MEF DMEM, 10% FKS, 100 IU/ml Penicillin, 50 mg/ml Streptomycin, 1xGlutaMAX™

BMM DMEM/HAM's F-12, 10% FKS, 100 IU/ml Penicillin, 50 mg/ml Streptomycin,
1xGlutaMAX™

Medium/Reagenz Hersteller

DMEM/HAM's F-12 Biochrom AG

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Life Technologies

Fotales Kélberserum (FKS) GE Healthcare

GlutaMAX™ (100x) Life Technologies

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) Life Technologies

Monozytenkolonien-stimulierender Faktor (M-CSF) PeproTech

Opti-MEM® Life Technologies
Penicillin (1000U/ml)/Streptomycin (10mg/ml) Life Technologies
Phosphate-buffered saline (PBS) Life Technologies

Trypsin/EDTA

Life Technologies
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3.1.7 Antikorper

Priméare Antikorper Spezies Verdinnung Hersteller (Kat.-Nr.)
o-Tubulin Maus WB 1:2000 Sigma-Aldrich (T9026)
AP2 Maus WB 1:1000 BD Biosciences
Cathepsin B Ziege WB 1:2000 Neuromics (GT15047)
Cathepsin D Ziege WB 1:500 Santa Cruz (sc-6486)
Cathepsin L Ziege WB 1:500 R&D Systems (AF1515)
Cathepsin S Maus WB 1:200 Santa Cruz (sc-6503)
Cathepsin Z Ziege WB 1:250 R&D Systems (AF1033)
CD68 Maus IF 1:100 Santa Cruz (sc-20060)
CD74 Ratte WB 1:5000 BD Bioscience (In-1)
Cln5 Kaninchen WB 1:200 Abcam (ab170899)
Cin7 Kaninchen WB 1:1000 Damme et al. 2014
Cregl Ziege WB 1:1000 R&D Systems (AF1697)
Dpp7 Ziege WB 1:500 R&D Systems (AF3436)
FLAG Maus WB 1:1000 Sigma-Aldrich (M2)
Gapdh Kaninchen WB 1:1000 Santa Cruz (sc-25778)
GFP Maus WB 1:4000 Roche
Lampl Ratte WB 1:1000 Hybridoma-Uberstand
(1D4B)
Lamp?2 Ratte WB 1:1000 Hybridoma-Uberstand
(H4B4)
Limp2 Kaninchen WB 1:2000 PD Dr. Schwake, Bielefeld
Npc2 Kaninchen WB 1:100 Santa Cruz (sc-33776)
Pptl Kaninchen WB 1:1000 Millipore (ABS1118)
Prosaposin/Saposin Ziege WB 1:1000 Prof. Sandhoff, Bonn
Rab7 Kaninchen WB 1:1000 Cell Signaling (#9367)
SCMAS Kaninchen WB 1:3000 Prof. Neufeld, Los Angeles

WB: Western-Blot, IF: Immunfluoreszenzmikroskopie
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Sekundare Antikorper Verdinnung Hersteller
AF488-gekoppeltes anti-Maus 19G IF 1:500 Thermo Fisher Scientific
HRP-gekoppeltes anti- Maus 1gG WB 1:3000 Dianova
HRP-gekoppeltes anti-Kaninchen IgG WB 1:5000 Dianova
HRP-gekoppeltes anti-Ziege 1gG WB 1:3000 Dianova
HRP-gekoppeltes anti-Ratte 1gG WB 1:3000 Dianova

AF: AlexaFluor®, HRP: Horse-radish peroxidase, WB: Western-Blot, IF: Immunfluoreszenz-
mikroskopie

3.1.8 Sequenzen der verwendeten Primer

CLN7C401S-F: 5°-AGACCAACTGGTAGCTCGATTGAACAAG-3¢
CLN7C401S-R: 5°-CTTGTTCAATCGAGCTACCAGTTGGTCT-3
CLN7C408S-F: 5'-GAACAAGCCTGGTCCCTCTACACCCCG-3

CLN7C408S-R: 5'-CGGGGTGTAGAGGGACCAGGCTTGTTC-3"
Mfsd8-F: 5-TGGTGCATTAATACAGTCCTAGAATCC-3

Mfsd8-R: 5'-CTAGGGAGGTTCAGATAGTAGAACCC-3
15472-F: 5-TTCCACCTAGAGAATGGAGCGAGATAG-3

5-FRT-R: 5’-CCACAACGGGTTCTTCTGTT-3

3.1.9 Assays fur quantitative real-time PCR

Gen Protein Assay (Primer und Sonde)
Aga Aspartylglucosaminidase Mm01208043_m1
Cd74 CD74 MmO00658576_m1
Cln5 CLN5 Mm01224444 ml
Cln7 CLN7 Mm01294801_ml
Cregl CREG1 Mm00516189 _m1
Ctsb Cathepsin Mm01310506_m1
Ctsd Cathepsin D Mm00515587_m1
Ctsl Cathepsin L Mm00515597_m1
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Ctss
Ctsz
Glbl
Dpp7
Epdrl
Gapdh
Jam2
Naaa
Npc2
Pptl
Prcp
Psap
Siae
Slpi
Tppl

Cathepsin S

Cathepsin Z

Beta-Galactosidase

Dipeptidyl peptidase 2

Mammalian ependymin-related protein 1
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Junktionale Adhésionsmolekil B
N-Acylethanolamin-hydrolisierende-Saure-Amidase
Niemann-Pick-Typ C2-Protein
Palmitoyl-Protein-Thioesterase 1

Lysosomale Pro-X Carboxypeptidase
Prosaposin

Sialat-O-Acetylesterase

Sekretorischer Leukozyten-Protease-Inhibitor

Tripeptidyl-peptidase 1

MmO01255859_m1
MmO00517697_m1
MmO00515342_m1
MmO00473420_m1l
Mm00840848_m1
Mm99999915 g1

Mm01344068 m1l
Mm01341699 ml
Mm00499230_m1
MmO00477078 _ml
Mm00804502_m1
MmO00478327_m1l
Mm00496036_m1
Mm00441529 g1

MmO00487016_m1
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3.1.10 Software

Software Hersteller

Adobe Photoshop 7.0 Adobe Systems
BLAST® National Library of Medicine (Bethesda, USA)
Corel Draw X11 Corel

Endnote X9 Thomson Reuters
GraphPad PRISM GraphPad Software
Image Lab™ Bio-Rad

Leica Confocal Software Leica

Microsoft Office 2013 Microsoft
MxPro-gPCR Software Agilent Technologies
Quantity One v4.6.7 Bio-Rad

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Transformation von chemisch kompetenten Escherichia coli —Zellen

50 pl chemisch kompetente E.coli - Zellen (Stamm: Nova Blue) wurden auf Eis aufgetaut, mit 10 pl
Ligations-Ansatz bzw. mit 50 ng Plasmid-DNA vorsichtig vermischt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach
einem Hitzeschock (45 s bis 2 min) bei 42 °C und einer weiteren Inkubation von 5 min auf Eis wurden
die Zellen in 500 ul LB-Medium fir 1 h bei 37°C im Schittelinkubator (250 rpm) inkubiert. Der
Transformationsansatz wurde auf eine vorgewarmte LB-Agar-Platte, die entweder Carbenicillin
(Carb,100 pg/ml) oder Kanamycin (Kan, 50 pug/ml) enthielt, ausplattiert und im Inkubationsschrank bei
37°C Uber Nacht inkubiert. Zur Lagerung wurden die LB-Agar-Platten mit Parafilm verschlossen und
bei 4 °C aufbewahrt.

3.2.2 Plasmid-Isolierung aus E. coli-Zellen

Zur Isolierung von hochreiner DNA fir nachfolgende Anwendungen (Transfektion, DNA-
Sequenzierung, Mutagenese) wurden Einzelklone von LB-Carb- oder LB-Kan-Agar-Platten gepickt und
in einem VVolumen von 5 ml LB-Carb oder LB-Kan-Flussigmedium im Schiittelinkubator bei 37°C tber
Nacht inkubiert. Zur Isolierung kleinerer DNA-Mengen (bis 20 pg) wurde der Genelet® -Plasmid-

Minipraparationskit (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Fir die Isolierung groferer Plasmid-DNA-
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Mengen (bis zu 200 pg) wurde der QIAquick®-Plasmid-Midi-Praparationskit (Qiagen) nach

Herstellerangaben benutzt.

3.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaureldsungen

Die photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdure-Ldsungen erfolgte bei 260 nm in
einer UV-Klivette gegen destilliertes Wasser oder mit NanoDrop®, der die Extinktion der Nukleinsauren
bei 260 nm misst. Eine OD2g von 1 entspricht einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA
bzw. von 40 pg/ml einzelstrangiger RNA. Reine DNA besitzt einen ODago280-Quotienten von 1,8 und

reine RNA einen ODas01280-Quotienten von 2,0.

3.2.4 Ortsspezifische Mutagenese

Zur Einflhrung von missense- oder nonsense Mutationen in eine cDNA wurde die ortsspezifische
Mutagenese nach der Quik-Change Methode (Agilent Technologies) mit der Phusion® DNA-Polymerase
durchgefiihrt. Aufgrund ihrer 3‘—5¢ Exo-Nuklease-Aktivitat besitzt die Phusion® DNA-Polymerase
eine Korrekturlesefunktion und ist daher fir eine DNA-Amplifikation mit hoher Genauigkeit geeignet.
Fur die ortsspezifische Mutagenese werden komplementare Oligonukleotid-Primer synthetisiert, die die
Mutation und flankierende komplementdre Sequenzen von 15-25 bp Linge am 5°- und 3‘-Ende

enthalten.

Reagenz Volumen/Menge
5x Phusion® High Fidelity Puffer 10 pl

10 mM dNTPs 1 u
Forward Primer 0,5 uM
Reverse Primer 0,5 uM
cDNA 50 ng
Phusion® DNA Polymerase 0,5 ul
ddH.0 auf 50 ul
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Temperatur Dauer Zyklen
98 °C 30 sek 1
98 °C 10 sek
45°C 30 sek 20
72°C 1 min/kB Plasmid-

Lénge
72°C 10 min 1

AnschlieBend wurde die parentale, methylierte Plasmid-DNA bei 37°C fir 30 min mit dem
Restriktionsenzym Dpn | gespalten. Danach erfolgte die Transformation der mutierten,
einzelstrangigen, zirkularen DNA in chemisch kompetente E. coli Nova Blue-Zellen, um dort zur
doppelstrangigen Plasmid-DNA vervollstdndigt zu werden. Fir jede ortsspezifische Mutagenese wurden
5 Einzelklone von LB-Carb oder LB-Kan-Agarplatten gepickt und die Klone in LB-Carb- bzw. LB-Kan-
Medium bei 37°C im Schittel-Inkubator (250 rpm) tiber Nacht kultiviert. Zur Identifizierung von Klonen
mit mutierter Plasmid-DNA wurde die isolierte Plasmid-DNA mit vektor-spezifischen Primern
sequenziert. Die DNA-Sequenzierung wurde durch einen kommerziellen Anbieter (Microsynth Seqglab,
Gottingen) durchgefiihrt.

3.2.5 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA- oder RNA-Fragmenten wurden Agarose-Gele vorbereitet. Dazu wurde
Agarose je nach Grole der aufzutrennenden DNA-Fragmente (1-2% wi/v) in Tris-Acetat-EDTA (TAE)-
Puffer (40 mM Tris/HCI, pH 8,5, 20 mM Essigsaure, 2 mM EDTA) im Mikrowellenherd aufgekocht,
nach Abkihlen auf ca. 60°C mit Ethidiumbromid (Endkonzentration: 0,5 pg/ml Gelvolumen) versetzt
und in eine horizontale Gelkammer gegossen. Die Agarosegele wurden nach Aushértung in eine mit
TAE-Puffer befullte Gelkammer tberfuhrt. Die DNA- bzw. RNA-Proben wurden mit 6x Probenpuffer
gemischt, in die Taschen des Agarosegels aufgetragen und bei einer Spannung von 120 V fir 20-30 min
elektrophoretisch  aufgetrennt. Die DNA-Banden wurden unter UV-Licht mit Hilfe der
Geldokumentationsanlage photographiert . Zur GréRenbestimmung und Abschatzung der Konzentration
der DNA-Banden diente der Langenstandard GeneRuler™ 1 kb (Thermo Scientific).
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3.2.6 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

DNA-Banden wurden in den Agarosegelen unter UV-Licht anhand des L&ngenstandards identifiziert
und anschliellend unter UV-Schutz mit einem Skalpell herausgeschnitten. Die DNA wurde mit dem

QIAquick®-Gelextraktionskit (Qiagen) nach Herstellerangaben extrahiert.

3.2.7 Sequenzierung von DNA

Die DNA-Sequenzierung wurde von der Firma Microsynth Seglab (Gottingen) kommerziell
durchgefuhrt. Fur die DNA-Sequenzierung wurden 1,2 ug Plasmid-DNA mit 30 pmol des

Sequenzierungs-Primers in einem Endvolumen von 15 ul versetzt.

3.2.8 Extraktion von genomischer DNA aus Mausschwanzspitzen und Zellpellets

Fur die Extraktion von genomischer DNA aus Schwanzspitzen und Zellpellets wurde der KAPA Mouse

Genotyping Hot Start Kit (Peglab) verwendet.

Extraktionspuffer

Reagenz Volumen
10x KAPA Express Extract Puffer 10 pl
KAPA Express Extract Enzym 2 ul
ddH-0 88 ul

Mausschwanzspitzen oder Zellpellets wurden in 100 pul DNA-Extraktionspuffer suspendiert und fiir 10
min bei 75°C im Thermoblock erhitzt. Zur Inaktivierung der thermostabilen Protease wurden die Proben
fir 5 min bei 95°C inkubiert. Nach Zentrifugation der Proben bei 20.000 x g fur 1 min wurden die
Uberstande in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt. AnschlieBend wurden 1 pl der Uberstande fiir eine

Genotypisierungs-PCR verwendet.

3.2.9 Genotypisierung von Mausen

Fur die Genotypisierung von Méusen und embryonalen Fibroblasten wurde der KAPA Mouse
Genotyping Hot Start Kit von Peglab verwendet. Folgender Ansatz wurde in einem Volumen von 25 pl

pipettiert:

40



Reagenz Volumen/Menge
2x KAPA 2G Fast Hot Start Genotyping Mix 125
Mfsd8-F-Primer (10 pmol/ul) 1,25 ul
Mfsd8-R-Primer (10 pmol/ul) 1,25 ul
15472-F-Primer (10 pmol/ul) 1,25 ul
DMSO 1,25 pl
genomische DNA 1 pl
dd H20 65 ul
Endvolumen 25 pl

Die Sequenzen der Primer Mfsd8-F, Mfsd8-R und 15472-F sind in Kapitel 3.1.8. angegeben. Die Proben

wurden gemischt und anschlieRend im Thermocycler bei folgenden Temperaturen und Zyklen inkubiert:

Temperatur Dauer Zyklen
95°C 3  min 1
95°C 15 sek
55°C 15 sek 35
72°C 30 sek
72°C 5 min 1

Die Reaktionsansatze wurden zusammen mit einem DNA-Lé&ngenstandard auf einem 1,5% - igen
Agarosegel aufgetragen, bei einer Spannung von 120 V elektrophoretisch aufgetrennt und die Langen
der amplifizierten PCR-Produkte durch einen Vergleich mit dem DNA-L&ngenstandard bestimmt.

3.2.10 Extraktion von RNA aus kultivierten Zellen und cDNA-Synthese

Zur Extraktion von RNA wurden Zellen in 35-mm Schalen bis zur Konfluenz kultiviert und die Zellen
nach zweimaligem Waschen mit eiskaltem PBS abgeschabt. Die Praparation der Gesamt-RNA erfolgte
mit dem PeqGOLD Total RNA Kit (Peglab) nach Herstellerangaben. Die RNA Proben wurden bei
Bedarf bei -80° C aufbewahrt.

Zur Synthese der einzelstrangigen komplementdren DNA (cDNA) aus isolierter RNA wurde der High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) verwendet. VVor der cDNA-
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Synthese wurde die Qualitét der verwendeten RNA durch Auftrennung im Agarosegel Uberpruft. Fur die
guantitativen real-time PCR-Analysen wurden 1 ug RNA in cDNA nach folgendem Temperaturprofil

synthetisiert.

Dauer Temperatur
10 min 25°C
120 min 37°C
5 min 85°C
0 4°C

3.2.11 Quantitative real-time PCR

Die quantitative real-time PCR beruht auf dem Prinzip der PCR, ermdéglicht aber die Quantifizierung der
RNA-Expression. Hierfiir wurde der Tagman® Gene Expression Assay (Thermo Fisher Scientific)
verwendet, der gen- und speziesspezifische Primer und Sonden enthdlt. Die Tagman®-Sonde, die
spezifisch zwischen forward- und reverse-Primer an die cDNA bindet, ist am 5°-Ende mit einem
fluoreszierenden Reporter-Farbstoff, 6-Carboxyfluorescein (FAM), markiert und am 3" -Ende mit dem
fluoreszierenden Quencher-Farbstoff Tetramethylrhodamin (TAMRA) markiert. Das 3'-Ende ist
zusétzlich mit einem Phosphatrest blockiert, um die Extension der Sonde zu verhindern. Die Energie des
Reporter-Farbstoffs nach Anregung bei 488 nm wird direkt an den Quencher Ubertragen, wenn dieser
maximal 17-20 Basenpaare zu dem Reporterfarbstoff entfernt liegt. Dieser Mechanismus, der sog.
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET), sorgt daflir, dass nur das Fluoreszenzspektrum des
Quenchers emittiert wird (Cardullo et al. 1988). Die Tag-Polymerase, die eine zusitzliche 5'—3'-
Exonukleaseaktivitat besitzt, setzt beim Erreichen der Sonde wahrend der Extension die Reporter-
Fluoreszenz frei. Dabei wird die rdumliche Néhe zwischen Reporter und Quencher aufgehoben, so dass
das entstehende Fluoreszenzsignal von FAM detektiert werden kann. Der Anstieg der Fluoreszenz
verhdlt sich dabei proportional zur synthetisierten DNA-Menge. Da die entstehenden Produktmengen
zundchst zu gering sind und die gemessene Fluoreszenz aufgrund der Hintergrundfluoreszenz
unverdndert bleibt, ist der Zyklus der PCR, bei dem die Fluoreszenz erstmals signifikant tber die
Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt, grundlegend fir die weitere Auswertung. Bei diesem Zyklus wird der

so genannte Cr-Wert (=cycle of threshold) gesetzt.

Die Analyse der Daten erfolgte nach der 2-24¢"-Methode (Livak und Schmittgen 2001). Zuerst wurde die

Differenz zwischen dem Cr-Wert des zu untersuchenden Gens und dem Kontrollgen gebildet (5-Aktin
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oder Gapdh). Die relative Expression wurde aus dem Vergleich der einzelnen Gruppen nach den

folgenden Gleichungen gebildet (z. B. Wild-Typ gegen CIn7 ko):
2°84CT Qus ACt = Cr(gen) — C T(Kontroligen)

AACT = ACt cin7 ko) — AC Twild-Typ)

AC Twild-Typ) Wurde flr die graphische Auswertung gleich 1 gesetzt.

Fur die quantitative Analyse der Genexpression wurden folgende PCR-Ansétze in Dreifachbestimmung
pro Gen pipettiert:

Reagenz Volumen

2 x TagMan® Gene Expression Master Mix 10 pl
TagMan® Gene Expression Assay 1wl
H.0 7 ul
Matritzen cDNA 2 ul

Fur die anschlieBende PCR wurde folgendes Temperaturprofil verwendet:

Temperatur Dauer Zyklen
95°C 10 min 1
65 °C 15 sek 40
60 °C 1 min

Der Nachweis und die Analyse der Fluoreszenz erfolgten mit dem Fluoreszenzdetektor MX3000PTM.
3.3  Zellbiologische Methoden

3.3.1 Steriles Arbeiten

Um eine Kontamination der Zelllinien mit Bakterien und Pilzen vorzubeugen, wurden alle
Arbeitsschritte unter einer Steril-Bank durchgefiihrt. S@mtliche Arbeitsflichen und verwendete
Werkzeuge wurden vor Beginn der Arbeiten sorgfaltig mit 70 % igem Ethanol gereinigt; PBS-L6sungen,

Pasteur-Pipetten und Pipettenspitzen wurden vor der Verwendung autoklaviert.
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3.3.2 Kultivierung von adharenten Zelllinien

Alle Zelllinien wurden in 25 cm? (oder in 75 cm?) Zellkulturflaschen in den jeweils optimierten Medien
(Kapitel 3.1.6.) bei 37°C, 5% CO--Partialdruck und geséttigter Wasserdampfatmosphére in einem
Brutschrank kultiviert. Die Zellpassage erfolgte nach Erreichen einer Konfluenz von 80-100% je nach
Zelllinie ein- bis dreimal wochentlich. Das Kulturmedium wurde abgesaugt und die Zellen wurden mit
PBS gewaschen, um Trypsin-Inhibitoren aus dem FKS zu entfernen. Die adhdrent wachsenden Zellen
wurden durch Zugabe von 1 ml 0,05% Trypsin-EDTA-L6sung und Inkubation bei 37°C fur 5 min
abgeldst. Zur Inhibierung von Trypsin wurden die Zellen in 9 ml Kulturmedium resuspendiert und durch
mehrmaliges Auf- und Ab-Pipettieren vereinzelt. Ein Aliquot der Zellsuspension wurde mit
vorgewarmtem Kulturmedium aufgefullt und weiter kultiviert, die restliche Zellsuspension wurde
verworfen (Verdunnungsverhéltnis 1:3 — 1:10). Zur Bestimmung der Zellzahlen vor Durchfiihrung einer
Transfektion oder einer indirekten Immunfluoreszenzanalyse wurde eine Neubauer-Z&hlkammer

verwendet.

3.3.3 Kryokonservierung und Rekultivierung von Zelllinien

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen nach dem Einfrieren in flissigem Stickstoff bis zur ndchsten
Verwendung gelagert. Zur Kryokonservierung wurden konfluente Zellen trypsiniert, in 10 ml
Kulturmedium aufgenommen, bei 5°C und 900 x g zentrifugiert und das Zellpellet in 3 ml
Einfriermedium (DMEM, 10% FKS, 10 % (v/v) DMSO) resuspendiert. Je Kryoréhrchen wurde 1 ml der
Zellsuspension pipettiert und zunéchst in einem mit Isopropanol beftllten Einfrierbehélter auf -80°C
heruntergekihlt. Zur l&ngeren Kryokonservierung wurden die Zellen nach 24 Stunden in einen Tank mit

flissigem Stickstoff tberfuhrt.

Zur Rekultivierung wurden die Zellen vorsichtig aufgetaut, in 10 ml Kulturmedium aufgenommen und
bei 900 x g fiir 5 min bei Raumtemperatur in einem 15 ml Zentrifugenréhrchen zentrifugiert. Nach
Entfernung des Uberstands wurden die Zellen in frischem Kulturmedium resuspendiert, die
Zellsuspension in kleine Zellkulturflaschen uberfiihrt und bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Am né&chsten
Tag wurden das Medium und nicht angewachsene Zellen abgesaugt und mit frischem vorgewarmten

Medium ersetzt.

3.3.4 Konditionierung von Medium

Fur die Analyse der Sezernierung von Proteinen ins Medium wurden Zellen in 35 mm- Kulturschalen

ausgesét. Nach Erreichen der Konfluenz (70-80%) nach 1-2 Tagen wurde das Medium abgesaugt, die
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Zellen mit PBS gewaschen und fiir 24 h mit 1 ml vorgewarmtem OptiMEM® bei 37 °C im Brutschrank

kultiviert.

3.3.5 Isolierung und Kultivierung von Makrophagen aus dem Knochenmark von
Mausen

Die Isolierung von Makrophagen erfolgte aus den Knochen (Tibiae und Femora) von Wild-Typ und
CIn7 ko Mé&usen. Dazu wurden 5 Monate alte M&use durch CO.-Inhalation betaubt und dekapitiert. Zur
Verifizierung des Genotyps wurde eine Schwanzspitze abgeschnitten. Nach Desinfektion mit 70%igem
Ethanol wurde die Haut von den Beinen abgezogen, die Knochen freiprépariert, die Femora vorsichtig
an der Hufte disloziert und abgenommen. Die FiiRe wurden unterhalb der Tibia mit dem Skalpell
weggeschnitten. Aufgrund der Kontaminationsgefahr wurde bei diesem Arbeitsschritt genau darauf
geachtet, dass der Knochenraum unversehrt blieb. AnschlieBend erfolgte die Eréffnung des
Knochenmarks unter der Steril-Bank, indem das Femur am Hals und die Tibia distal angeschnitten
wurden. Danach wurde jeweils ein Femur und eine Tibia mit dem angeschnittenen Knochenmark nach
unten in einem gelochten PCR-Reaktionsgefall eingefiihrt, welches in ein 1,5 ml Eppendorf
Reaktionsgefall uberfihrt wurde. Es folgte eine Zentrifugation fur 15 sek bei 5900 x g, das geerntete
Knochenmark wurde danach rasch in 500 pl Kulturmedium aufgenommen und durch ein steriles 70 um
Zell-Sieb in ein 50 ml Falcon-Réhrchen filtriert. Die Zellzahlen pro ml wurden mit einer Neubauer
Zahlkammer bestimmt. Die Zellen wurden mit einer Dichte von 5*10° Zellen/ml in Kulturmedium
ausgesat, das 50 ng/ml M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) enthielt, um die Differenzierung
der Makrophagen zu induzieren. Ein Medium-Wechsel erfolgte an jedem zweiten Tag, die ersten 5 Tage

wurde dabei auf einen Waschvorgang mit PBS verzichtet.

3.3.6 Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen mit Expressionsvektoren

Fur die transiente Transfektion wurde das jetPEI™.- Transfektionsreagenz nach Angaben des Herstellers
verwendet. Dazu wurden Zellen in Petrischalen ausgesat und bis zu einer Konfluenz von ca. 50-70%
kultiviert. In Abhangigkeit von dem Durchmesser der verwendeten Zellkulturschalen wurden die Zellen
mit unterschiedlichen DNA-Mengen und jetPEI™ im Verhéltnis 1:2 transfiziert. Die DNA- und
jetPEI™-Ldsungen wurden gemischt und nach einer 15-30-mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur

auf die Zellen pipettiert.
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Kulturschale | DNA NaCl (ul) JetPEI™(ul) | NaCl (ul) Kulturmedium
em (1) m)
3,5 3 auf 100 6 auf 100 1,8
6 5 auf 250 10 auf 250 4,5
10 10 auf 250 20 auf 250 9,5

3.3.7 Indirekte Immunfluoreszenzanalyse

Deckglaschen, die zuvor durch Einlegen in 70% Ethanol sterilisiert wurden, wurden in 12-Well
Gewebekulturschalen ausgelegt. Primare murine Makrophagen wurden auf den Deckgléschen ausgesét
und fiir 10 Tage bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde das Medium abgesaugt und die Zellen 3x mit
PBS gewaschen. Die Makrophagen wurden fiir 20 min in 4 % PFA in PBS bei Raumtemperatur (RT)
fixiert. AnschlieRend wurden freie Aldehyd-Gruppen durch dreimaliges Waschen mit 50 mM NH4CI in
PBS gequencht. Nach dreimaligem Waschen in eiskaltem 1xPBS wurden die Makrophagen zur
Blockierung unspezifischer Epitope und Reduktion unspezifischer Proteinwechselwirkungen mit
Blockier-Losung (3 % BSA in PBS, 0,1 % Saponin) fur 1 Stunde bei RT inkubiert. AnschlieRend erfolgte
die Uberfilhrung der Deckglaschen auf Parafilm® Streifen und Inkubation mit dem Primarantikérper in
Blockier-Losung Uber Nacht bei 4 °C. Am nédchsten Tag wurden die Zellen dreimal mit 1 x PBS
gewaschen und mit Fluorophor-gekoppelten Sekundarantikérpern in Blockier-Lésung unter
Lichtausschluss fiir 30 Minuten bei RT inkubiert. Zur Darstellung der Zellkerne erfolgte nach erneutem
3-maligem Waschvorgang die Inkubation der Makrophagen mit DAPI (2 ug/ml in PBS) unter
Lichtausschluss. Es erfolgte ein weiterer Waschschritt mit PBS und anschlieBend mit destilliertem
Wasser. Die Deckglaschen wurden luftblasenfrei mithilfe von Aqua-Poly/Mount® auf Objekttrager
eingebettet und Uber Nacht bei RT getrocknet. Die Réander wurden mit farblosem Nagellack
verschlossen. Die Analyse der Proben erfolgte mit einem konfokalen Laserscanning-Mikroskop
(VergréRerung: 63x, Leica Modell SP8, Wetzlar). Fir die Bearbeitung der Bildaufnahmen wurden

Adope Photoshop 7.0 und Leica-Software verwendet.
3.4  Biochemische Methoden

3.4.1 Ernte und Herstellung von Lysaten aus Zellen

Zellen wurden in Petrischalen mit 6 cm bzw. 10 cm Durchmesser bis zu einer Konfluenz von 80-100 %

kultiviert. Zur Ernte wurden sie zweimal mit eiskaltem 1 x PBS gewaschen, mit einem Zellschaber in 1
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ml 1 x PBS abgeschabt und bei 1000 xg und 4 °C fur 5min zentrifugiert. Nach Abnahme des
Uberstandes wurde das Zellpellet je nach GroRe in 50-200 pl Lysispuffer resuspendiert und fiir 20 min
unter gelegentlichem Mischen auf Eis inkubiert. Die Zellsuspension wurde bei 16000 x g und 4 °C fir

10 min zentrifugiert und der Uberstand in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaR tberfihrt.

- Lysispuffer: 50 mM Tris/HCI (pH 7,4), 1% Triton X-100, 1 mM EDTA, Proteaseinhibitoren

3.4.2 Herstellung von Membranlysaten aus Zellen

HEK?293-Zellen bzw. MEFs wurden in 10 cm Petrischalen bis zur vollstandigen Konfluenz kultiviert.
Die Zellpellets wurden unter Zugabe von 1 ml Homogenisierungspuffer mit einem Glas-Dounce-
Homogenisator (40 Hiibe) homogenisiert und anschliefend bei 4 °C und 1000 x g fiir 5 min zentrifugiert.
Der postnukledre Uberstand wurde erneut bei 4 °C und 20000 x g fiir 10 min zentrifugiert und das
gewonnene Pellet mit der Membranfraktion in 50 pl Lysispuffer aufgenommen, resuspendiert und fir
20 min auf Eis inkubiert. Anschlieend wurden die Homogenate fiir 10 min bei 20000 x g zentrifugiert

und der Uberstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefaf tberfiihrt.

- Homogenisierungspuffer: 250 mM Sucrose, 1 mM EDTA, 10 mM NazHPOs4,

Proteaseinhibitoren

- Lysispuffer: 50 mM Tris/HCI (pH 7,4), 1% Triton X-100 (TX-100), 1 mM EDTA,

Proteaseinhibitoren

3.4.3 Herstellung von TX-100-unléslichen Lysaten aus Makrophagen

Die Detektion der Untereinheit ¢ der mitochondrialen ATP-Synthase (SCMAS) und Saposin D im
Immunblot erfolgte durch Analyse von Detergenz (TX-100) unldslichen Fraktionen. Zellen von 12-
Well-Platten wurden zweimal mit eiskaltem 1xPBS gewaschen und mit 50 pl Lysispuffer pro Well-Platte
kurz inkubiert. Anschlielend wurden sie auf Eis abgeschabt, in 1,5 ml Reaktionsgefale transferiert und
flr 20 min mit gelegentlichem Mischen bei 4 °C inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation der Zelllysate
bei 13000 x g und 4 °C fiir 15 min. Der Uberstand enthalt die TX-100 léslichen Proteine, wihrend in
den Pellets die Detergenz-unldslichen Proteine vorhanden sind. Nach Uberfiihrung der TX-100 léslichen
Proteine in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefalR erfolgte eine Proteinbestimmung nach Bradford. Die
Zellpellets der Detergenz-unléslichen Fraktionen wurden mit 1 x PBS gewaschen und anschlielend in
SDS/PBS-Puffer resuspendiert. Dabei wurde die Lademenge fiir die SDS-PAGE an die Konzentration
der TX-100-I6slichen Fraktionen angepasst.

- Lysispuffer: 1 x PBS, 0,5 %TX-100, 50 mM EDTA, Proteaseinhibitoren
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- SDS/PBS-Puffer: 1 x PBS, 2 % SDS

3.4.4 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die guantitative Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte durch kolorimetrische Messung nach
Bradford (Bradford 1976). Fir die Analysen wurde das Protein Micro-Assay (Bio-Rad) nach
Herstellerangaben verwendet. Fur die Erstellung der Eichgeraden wurde eine Standardreihe mit Rinder
Serumalbumin (BSA, ¢ = 0,2 mg/ml) pipettiert und die Absorption der Proben nach Zugabe des Protein
Assay Dye Reagenz bei 595 nm photometrisch bestimmt. Die Absorption der Protein- Coomassie-
Brillant-Blau G-250-Komplexe bei 595 nm ist im Bereich von 0-20 pug Protein/ml proportional zur

Proteinkonzentration.

BSA BSA (ul) Protein Assay Dye Reagent
(ug/ml) 0,2 pg/ul Wasser(ul) Concentrate (ul) Gesamtvol. (ul)
0 0 800 200 1000
5 25 775 200 1000
10 50 750 200 1000
15 75 725 200 1000
20 100 700 200 1000

Standardreihe fir Bradford-Assay

3.4.5 Aufbereitung von Medium

Zur Analyse der Sezernierung des CIn5-Proteins ins Medium wurden MEFs in 35 mm-Schalen bis zur
vollstandigen Konfluenz in DMEM-Medium bei 37 °C kultiviert, vorsichtig mit vorgewarmten 1 x PBS
gewaschen und anschlieBend fir 24 h in 1 ml OptiMEM® bei 37 °C kultiviert. Das konditionierte
Medium wurde gesammelt und zur Abtrennung toter Zellen und Zellresten bei 4° C und 900 x g flir 5
min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 1 x Protease-Inhibitor versetzt. Fiir Western-Blot-Analysen
wurde 500 pL Medium mit Amicon Ultra-0,5mI® Zentrifugen-Filter (Merck) nach Herstellerangaben

aufkonzentriert.

3.4.6 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteingemischen mit molaren Massen zwischen 5 und 250 kDa wurde die

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) in einem diskontinuierlichen,
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denaturierenden Puffersystem verwendet. SDS ist ein anionisches Detergenz, welches an Proteine bindet

und ihnen eine konstante negative Ladung gibt.

Die Acrylamid-Konzentration der Trenngele variierte von 8 bis 12,5 % in Abhangigkeit von der molaren
Masse des zu analysierenden Proteins. Die Gele wurden mit dem PerfectBlue Doppelgelsystem Twin
SIM (VWR) prépariert. Zunéchst wurde die Trenngel-Losung zwischen die Glasplatten des
Elektrophorese-Systems pipettiert und mit Isopropanol (Uberschichtet. Nach Polymerisation des
Polyacrylamids wurde das Isopropanol abgenommen und das Sammelgel tber das Trenngel unter
Verwendung von Kammen (10-20 Taschen /Kamm) pipettiert. Nach Polymerisation des Sammelgels
wurden die Polyacrylami-Gele entweder direkt verwendet oder Gber Nacht bei 4°C gelagert. Aliquots
der Proteinproben (30-100 pg Protein) wurden mit Solubilisierungspuffer gemischt und fur 5 min bei
95°C oder alternativ fir 10 min bei 50°C (Solubilisierung von CLN7, CLN3 und Sialin) erhitzt.
AnschlieBend wurden die Polyacrylamid-Gele in einer Elektrophorese-Kammer eingespannt und die
Proben in die Geltaschen pipettiert. Zur Abschatzung der molaren Massen der detektierten Proteine
wurde ein Marker mit Proteinbanden definierter Masse (Bereich: 10 kDa-170 kDa, 10 Markerbanden,
PageRuler™ Prestained) parallel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten

Stromstarke von 50 mA pro Gel bei Raumtemperatur.

Puffer Zusammensetzung

Trenngel: 8-12 % Acrylamid, 375 mM Tris/HCI (pH 8,8), 0,1 % SDS, 0,08 %
APS, 0,08 % TEMED

Sammelgel: 4 % Acrylamid, 125 mM Tris/HCI (pH 6,8), 0,1 % SDS, 0,1 % APS,
0,1 % TEMED

Anodenpuffer: 192 mM Glycin, 25 mM Tris/HCI (pH 8,6)

Kathodenpuffer: 192 mM Glycin, 0,1 % SDS, 25 mM Tris/HCI (pH 8,6)

reduzierender 125 mM Tris/HCI (pH 6,8), 1 % SDS, 10 % Glycerin, Coomassie®

Solubilisierungspuffer: Blue,100 mM DTT

Nicht-reduzierender 125 mM Tris/HCI (pH 6,8), 1 % SDS, 10 % Glycerin, Coomassie®

Solubilisierungspuffer: Blue

Gele und Puffer fur SDS-PAGE

3.4.7 Western-Blot-Analyse

Nach elektrophoretischer Auftrennung der Proteine durch eine SDS-PAGE erfolgte die Ubertragung der
Proteine auf eine Nitrozellulose- oder Polyvinylidenfluorid (PVVDF)-Membran durch Elektrotransfer in

einem Tank-Blot-System.
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Zum Aufbau der Transferapparatur wurde zunéchst eine Blotting-Kassette in Transferpuffer eingelegt.
AnschlieBend wurden die einzelnen Komponenten in folgender Reihenfolge zusammengebaut: Blot-
Schwamm, zwei Whatman-Blotting-Papiere, PVDF/Nitrocellulose-Membran, SDS-Polyacrylamid-Gel,
zwei Whatman-Blotting-Papiere, Blot-Schwamm. Die Blot-Kassette wurde verschlossen und im
Elektroblot-Tank fixiert. Die PVDF-Membran wurde vor Verwendung fiir 10 sek in Methanol inkubiert
und anschlieBend auf dem Wipp-Schittler fir 5 min in dd H,O gewaschen. Die Nitrocellulose- und
PVDF-Membranen wurden vor Verwendung fiir 10 min in Transferpuffer &quilibriert. Fur Mini-Gele
wurde ein senkrecht zum Gel gerichtetes elektrisches Feld mit einer konstanten Stromstérke von 400 mA
fr 90 min angelegt. Fur Midi-Gele wurde eine Stromstarke von 900 mA fiir 3 Stunden verwendet.

Puffer Zusammensetzung

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

TBS: 25 mM Tris (pH 7,4), 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI

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

Waschpuffer: TBS, 0,1 % Tween 20

ECL-1: 100 mM Tris/HCI (pH 8,5), 0,44 mM p-Cumarinsaure
2.7 mM Luminol

ECL-2: 100 mM Tris/HCI (pH 8,5), 0,02 % H,0>

Puffer und Reaktionsansatze fiir Proteintransfer, Blockierung und ECL Detektion

Nach dem Elektro-Transfer der Proteine wurden die Membranen fur 60 min auf dem Wipp-Schdittler in

Blockierungspuffer inkubiert, um unspezifische Bindungen der Antikdrper zu minimieren.

AnschlieBend erfolgte die Inkubation der Membranen mit den Primarantikdrpern fir 1-3 h bei
Raumtemperatur oder bei 4°C (ber Nacht auf dem Wipp-Schittler. Nach Abnahme der
Antikdrperldsung wurden die Membranen dreimal fir 10 min mit Waschpuffer bei RT auf dem Wipp-
Schittler gewaschen und anschlieBend fiir 1h mit HRP (horseradish peroxidase) gekoppelten
Sekundarantikorpern auf dem Wipp-Schiittler bei RT unter Lichtausschluss inkubiert. Nach Abnahme
der Antikorperlosung wurden die Membranen zur Entfernung unspezifisch gebundener Antikorper
dreimal fur 10 min mit Waschpuffer auf dem Wipp-Schuttler inkubiert. AnschlieBend erfolgte die
Detektion der immunreaktiven Banden durch eine ECL-Reaktion (enhanced chemiluminescence).
Hierflr wurden jeweils 5 ml der Lésungen ECL-1 und ECL-2 gemischt und die Membran fur 30 sek
inkubiert. Licht der Wellenldnge 425 nm wird emittiert, wenn Luminol durch HRP oxidiert wird und 3-
Aminophtalat entsteht. Die Entwicklung der Signale erfolgte mit dem Gel-Dokumentationssystem

ChemiDoc™XRS (BioRad). Je nach Signalstarke betrug die Expositionszeit zwischen 10 sek und
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mehreren Minuten. Mit der Software Image Lab™ wurden die Intensititen der immunreaktiven

Proteinbanden densitometrisch quantifiziert.

Zur mehrfachen Verwendung von Nitrozellulose- oder PVDF- Membranen fir Immunblot-Analysen
wurden die Primar und Sekundar-Antikorper durch Inkubation in einer basischen Losung entfernt. Die
Membranen wurden zundchst fiir 5 min in Waschpuffer, fir 5 min in H.O und anschliefend in 0,2
molarer NaOH-L6sung fir 5 min inkubiert. Nach zweimaligem Waschen fiir 5 min in 1 x PBS, konnte
die Membran erneut fiir eine erneute Immundetektion mit anderen Primér- und Sekundé&r-Antikorpern

verwendet werden.

3.4.8 Silberfarbung nach Blum von Polyacrylamidgelen

Zum sensitiven Nachweis von Proteinbanden nach der Auftrennung in der SDS-PAGE wurde eine
modifizierte Silberfarbung nach Blum durchgefiihrt (Blum et al. 1987). Dabei bildet das Ag*-lon
Komplexe mit den Glutamat-, Aspartat- und Cystein-Resten der Proteine. Die Empfindlichkeit der
Proteindetektion betragt 5-30 ng/ 0,5 cm Bande (Rehm 2016). Die Farbung der Polyacrylamid-Gele
erfolgte nach den unten aufgefiihrten Schritten. Nach Anfarben der Proteinbanden wurden die
Polyacrylamid-Gele luftblasenfrei mit zwei Cellophan-Folien umhillt und im Warmlufttrockner fiir 2 h

getrocknet.
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Schritte Losungen Dauer

1. Fixierung 40 % Ethanol (v/v), 10 % Essigsaure (v/v) 60 min

2. Waschen 30 % Ethanol (v/v) 3 x 20 min

3. Vorbehandlung 0,02% Natriumthiosulfat (NazS20s) 1 min

4. Waschen dd H.O 3 x 20 sek

5. Farben 0,2 % Silbernitrat (AgNOs), 20 min
0,00875 % Formaldehyd (CH.0)

6. Waschen dd H.0 2 x 20 sek

7. Entwickeln 3 % Natriumcarbonat (Na2COs), 2-5min
0,00175 % Formaldehyd (CH.0) —>bis Gel braun wird

8. Stoppen 1 % Glycin (v/v) 10 min

9. Waschen dd H20 2 X 20 min

Silberfarbung nach Blum et al. 1987, modifiziert.

3.4.9 Kolloidale Coomassie- Farbung von Polyacrylamidgelen

Eine alternative Methode zur Proteindetektion stellt die Farbung mit Coomassie® G-250 Brilliant Blue

dar. Im Gegensatz zur Silberfarbung nach Blum ist die Methode weniger sensitiv; sie ist jedoch mit

massenspektrometrischen Methoden zur Proteinidentifizierung kompatibel (Rehm 2016). Die

Polyacrylamid-Gele wurden nach Fixierung und Vor-Inkubation mit einer kolloidalen Coomassie-

Losung G 250 fiir 2 Tage auf einem Wipp-Schiittler bei RT inkubiert. Nach Abnahme der Farbeldsung

wurden die Polyacrylamid-Gele zur Entfarbung mit H.O flir mehrere Stunden gewaschen.
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Schritte Ldsungen Dauer
1. Fixierung 50 % Methanol (v/v), 2 % Phosphorséure(v/v) 14 h
2. Waschen dd H:0O 3x30 min
3. Inkubation 34 % Methanol (v/v), 2 % Phosphorsaure (v/v), | 1h
17 % Ammoniumsulfat ((NH4)2SOs)
4. Farben 34 % Methanol (v/v), 2 % Phosphorsaure (v/v), |48h
17 % Ammoniumsulfat ((NH4).SO4), 0,066 %
Coomassie G-250
5. Entfarben dd H:0O 3-6h

Kolloidale Coomassie-Farbung

3.5 Statistische Auswertung von Messdaten

Samtliche Messdaten wurden mit Hilfe der Software Microsoft Excel® 2013 ausgewertet. Bei

Mehrfachbestimmungen wurden der arithmetische Mittelwert und die Standardabweichung bestimmt.

Der Student’s t-Test wurde verwendet, um die Signifikanz zwischen zwei Datenséatzen zu berechnen. Ein

Signifikanzwert (p-Wert) von kleiner 0,05 beim Vergleich von zwei Datenséatzen wurde statistisch als

signifikant bewertet. Es wurde zwischen drei unterschiedlichen Signifikanzniveaus differenziert:
p <0,05 (*), p<0,01 (**) und p < 0,005 (***).
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4 Ergebnisse

Die folgende Arbeit setzt sich aus drei unterschiedlichen experimentellen Anteilen zusammen:

Im ersten Abschnitt (Kapitel 4.1) der Arbeit wurde das lysosomale Proteom von Isotop-markierten Wild-
Typ (WT) und CIn7 ko MEFs (SILAC) quantitativ analysiert und die Expression verénderter
lysosomaler l6slicher Proteine durch quantitative real-time PCR- und Western-Blot-Analysen validiert.
Die massenspektrometrischen Analysen wurden in Kollaboration mit der AG Thelen an der Universitét
Bonn durchgefihrt. Die Ergebnisse aus diesem Abschnitt wurden unter dem Titel: ,,Loss of CLN7 results
in depletion of soluble lysosomal proteins and impaired mTOR reactivation” im Journal ,,Human
Molecular Genetics* publiziert. Fiir die Ubersicht wird auf das Zitieren im ersten Abschnitt auf diese

Veroffentlichung verzichtet.

Im zweiten Teil (Kapitel 4.2) der vorliegenden Arbeit wurden mRNA- und Expressionsanalysen
lysosomaler Proteine an primaren kultivierten WT und CIn7 ko Makrophagen durchgefuhrt.

Im letzten Teil (Kapitel 4.3) der Arbeit wurden Koprézipitationsanalysen in transient transfizierten, GFP-
CLN7 exprimierenden HEK?293-Zellen durchgefiihrt. Interagierende Proteine wurden nach
elektrophoretischer Auftrennung und tryptischer Spaltung durch massenspektrometrische Analysen
identifiziert. Die Validierung der CLN7-Protein-Interaktionen erfolgte durch Koprazitation in GFP-
CLN7 exprimierenden HEK293-Zellen und Nachweis der endogenen interagierenden Proteine durch
Immunblot-Analysen. In Expressions- und Prazipitationsanalysen wurde Uberprift, ob CLN7 Dimere

oder Oligomere bildet.

4.1 Das lysosomale Proteom in CIn7 ko MEF

CLN7 ist ein putativer lysosomaler Membrantransporter der MFS-Familie, dessen Funktion,
Transportrichtung (Export, Import), Transporteigenschaften (Uniporter, Antiporter, Symporter),
Substrate und Kiristallstruktur unbekannt sind. Zur Aufklarung der molekularen Ursachen der
lysosomalen Dysfunktion in CIn7-defizienten Zellen und Geweben wurden vergleichende quantitative,
proteomische Analysen von isolierten Lysosomen aus WT und CIn7 ko MEFs durchgeflhrt. Als Modell
wurden murine embryonale Fibroblasten (MEFs) aus einer CIn7 ko Maus verwendet, die wichtige

Merkmale der CLN7-Erkrankung beim Menschen rekapituliert (Brandenstein et al. 2016).

WT und CIn7 ko MEFs wurden parallel fiir 6 Passagen in Arginin- und Lysin-freiem DMEM-Medium,
das die natiirlichen leichten L-Arginin (**Cs *N4) und L-Lysin (*Cs *N,, CIn7 ko MEFs) oder die nicht-
radioaktiven, schweren L-Arginin (**Cs ®N4) und L-Lysin (**Cs*°N,) Isotope (WT MEFs) enthielt,
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metabolisch markiert. Nach der metabolischen Markierung erfolgte eine 24-stindige Inkubation der
Zellen in DMEM-Medium, das Dextran-gekoppelte Magnetitpartikel enthielt. Zum vollstdndigen
Transport der endozytierten Dextran-gekoppelten Magnetitpartikel zu lysosomalen Kompartimenten
wurde eine Chase-Periode von 36 Stunden in komplettem DMEM-Medium angeschlossen.
AnschlieRend erfolgte die Aufreinigung der Magnetit-beladenen intakten Lysosomen durch magnetische
Isolierung. Nach tryptischer Spaltung der isolierten lysosomalen Proteine erfolgte die Auftrennung der
markierten Peptide durch Flissigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (LC-MS/MS)
mit anschliefender Identifizierung und Quantifizierung der Proteine (Thelen et al. 2017). Durch den
Einbau der schweren Isotope wird das Molekulargewicht der markierten Peptide erhoht, was zu einer
entsprechenden Verschiebung des Signals im Massenspektrum fiihrt.

4.1.1 Vergleichende quantitative Proteom-Analyse lysosomaler Proteine in
CIn7 ko und Wild-Typ MEFs

Nach massenspektrometrischer Analyse erfolgte die Auswertung der erhaltenen Rohdaten zur
Identifizierung und Quantifizierung der isolierten Proteine in den CIn7 ko und WT MEFs. Bei den
proteomischen Analysen wurden insgesamt 3335 Proteine identifiziert. Es wurden die Mehrzahl der
bekannten l6slichen lysosomalen Proteine (Anzahl: 56) und ca. 20% der bekannten, abundant
exprimierten lysosomalen Membranproteine (Anzahl: 29) bei den MS Analysen identifiziert (Tabellen
3 und 4). Aus 4 unabhédngigen Markierungsexperimenten wurden die absoluten Mengen der
identifizierten lysosomalen Proteine in CIn7 ko und WT MEFs quantifiziert und der Quotient der
Proteinmengen (CIn7 ko/WT) berechnet. Ein Quotient von groRer 1,25 wurde als signifikante Erhéhung
und ein Quotient von kleiner 0,75 als signifikante Verminderung der Proteinkonzentration festgelegt.
Die Berechnung der Quotienten ergab, dass die Mengen von 12 l6slichen lysosomalen Proteinen in
CIn7 ko MEFs im Vergleich zu WT Kontrollzellen vermindert und von 3 l6slichen lysosomalen
Proteinen erhoht waren (Abb. 4). Die Konzentration der Mehrzahl der identifizierten lysosomalen
Proteine (Anzahl: 41) war in CIn7 ko MEFs im Vergleich zu WT Kontrollzellen unverandert (Abb. 4).
Die Proteine mit erniedrigten Konzentrationen in CIn7 ko Lysosomen wurden aufgrund ihrer Funktion
in Gruppen eingeteilt (Glykanabbau: Sialat O-acetylesterase (Siae), Aspartylglucosaminidase (Aga), N-
Acetylglucosamin-6-sulfatase (Gns), Peptidabbau: lysosomale Pro-X Carboxypeptidase (Prcp),
Carboxypeptidase Q (Cpq), Dipeptidylpeptidase 2 (Dpp7), Lipidabbau: N-
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Abbildung 4: SILAC-basierte, vergleichende quantitative Analyse des l6slichen lysosomalen Proteoms in WT
und CIn7 ko MEF

Nach Markierung von kultivierten WT und CIn7 ko MEF mit leichten (Arg, Lys) bzw. schweren Isotopen (Arg **Cs
5Ny, Lys BCs 1°N,) erfolgte eine Inkubation der Zellen in Anwesenheit von Magnetit-Dextran im Medium fir 24
Stunden. Nach einer Chase-Periode von 36 Stunden in frischem Medium wurden postnukleare Uberstande préapariert
und vereinigt. Anschlieend erfolgte eine Aufreinigung der Magnetit-beladenen, intakten Lysosomen durch
magnetische Isolation. In der MS Analyse der lysosomalen Fraktionen wurden 56 l6sliche lysosomale Proteine
identifiziert. Die Abbildung zeigt das relative Verhéltnis (CIn7 ko /wt; Mittelwert + SD) der identifizierten
lysosomalen Proteine aus 4 unabh&ngigen SILAC-Experimenten. Lysosomale Proteine mit signifikant erhhten und
verminderten Mengen in CIn7 ko MEF sind mit roten bzw. blauen Kreisen dargestelit.

Acylethanolamin-hydrolysierende saure Amidase (Naaa), Gruppe XV Phospholipase A2 (Pla2g15),
Abbau von prenylierten Proteinen: Prenylcysteinoxidase (Pcyox1). Ferner waren die Konzentrationen
lysosomaler Proteine mit unbekannter Funktion wie dem Niemann-Pick Typ C2-Protein (Npc2), dem
neuronalen Ceroid-Lipofuscin Protein 5 (CIn5) und dem Ependymin-ahnlichen Proteins (Epdrl) in
CIn7 ko MEFs im Vergleich zu WT MEFs erniedrigt. Die Konzentrationen von drei Proteinen
(Cathepsin S (Ctss, 13,4-fach), Cathepsin K (Ctsk, 2,2-fach), Prosaposin (Psap, 1,25-fach) waren in
CIn7 ko- im Vergleich zu WT-Lysosomen erhéht. Die lysosomalen Cysteinproteasen Ctss und Ctsk
spalten antigene Proteine bzw. Proteine der Knochenmatrix, wie Elastin, Kollagen und Gelatin (Vidak
et al. 2019). Prosaposin und die prozessierten, aktiven Saposine A-D sind wichtig als Cofaktoren beim

lysosomalen Abbau von Sphingolipiden (Breiden und Sandhoff 2019).
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4.1.2 Validierung der lysosomalen Proteom-Analyse

Zur Validierung der quantitativen proteomischen Daten wurde die Expression ausgewéhlter lysosomale
Proteine mit verdnderter Konzentration in CIn7 ko Lysosomen durch Western-Blot-Analysen von
Gesamt-Proteinhomogenaten aus WT und CIn7 ko MEFs quantifiziert (Abb. 5). Fir die Immunblot-

Analysen wurden lysosomale Proteine ausgewahlt, fir die kommerzielle Antikérper verfligbar waren.
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Abbildung 5: Depletion I6slicher lysosomaler Proteine in immortalisierten CIn7 ko MEF

(A) Validierung der quantitativen Proteom-Daten flr dysregulierte lysosomale Proteine in CIn7 ko und WT MEFs.
Gesamt-Proteinhomogenate (70 pg Protein) wurden durch Gelelektrophorese aufgetrennt und die Expression von
CIn5, Npc2, Pptl, Cregl und Dpp7 durch Western-Blot-Analyse untersucht. Als Kontrolle fur gleichméRige
Proteinladung wurde eine a-Tubulin Immunblot-Analyse durchgefiihrt. Die molaren Massen der Markerproteine
sind in kDa angegeben. (B) Densitometrische Quantifizierung der Intensitdten der immunreaktiven Banden und
Normalisierung der Proteinmengen gegen die Ladekontrolle aus drei unabhangigen Experimenten. Die relativen
Proteinmengen in WT MEFs wurden gleich 1 gesetzt und in einem Balkendiagramm dargestellt (Mittelwert +
Standardabweichung; n.s: nicht signifikant; *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001).

In Ubereinstimmung mit den proteomischen Daten waren in CIn7 ko MEF im Vergleich zu WT MEF
die detektierten Mengen von CIn5 um 84 %, von Npc2 um 57 % und von Dpp7 um 78 % reduziert, wie
quantitative Immunblot-Analysen ergaben (Abb. 5B). Die densitometrische Quantifizierung von CIn5
zeigte, dass die reife prozessierte CIn5-Form in CIn7 ko MEFs vermindert war, wéhrend die CIn5-
Proform in CIn7 ko MEFs nicht veréndert war (Abb. 5).
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Obwohl ein Trend zu verminderten Pptl- und erhéhten Cregl-Konzentrationen in CIn7 ko MEFs zu
detektieren war, waren die Unterschiede im Vergleich zu WT MEFs statistisch nicht signifikant (Abb.
5). In den quantitativen proteomischen Analysen isolierter Lysosomen waren die CIn7 ko/WT-
Quotienten der Proteinmengen fur Creg 1 (1,22) und Ppt1 (0,77) unterhalb bzw. oberhalb der willkdirlich
festgelegten Grenzwerte von 1,25 und 0,75 lokalisiert (Tabelle 3).

4.1.3 Quantifizierung der mRNA-Expression dysregulierter lysosomaler Proteine
in CIn7 ko MEFs

Neben Verdnderungen der Biosynthese, der biosynthetischen Prozessierung, der Sekretion und der
Proteinstabilitat ist es moglich, dass auch Unterschiede in der mRNA-Expression der dysregulierten
lysosomalen Proteine zu verdnderten steady-state Konzentrationen im Lysosom beitragen. Zur
Quantifizierung der mRNA-Mengen dysregulierter lysosomaler Proteine in WT und CIn7 ko MEFs
wurden quantitative real-time PCR Analysen durchgefuhrt. Es wurden die mRNA-Expression von
Genen mit erhodhter (Cregl und Psap) bzw. verminderter Proteinexpression (Pptl, Glbl, Npc2, Dpp7,
Aga, Naaa, Epdrl, CIn5, Prcp und Siae) in WT und CIn7 ko MEFs untersucht.

Die quantitativen real-time PCR-Analysen ergaben keine signifikanten Verdnderungen der CIn5, Ppt1,
Prcp, Siae, GlIbl, Tppl und Ctsd mRNA-Expression in CIn7 ko MEFs im Vergleich zu WT Kontroll-
MEFs (Abb. 6).

Die mRNA-Expression von Aga, Psap, Dpp7, Arsb (p<0,05) sowie Naaa (p<0,01) und Epdrl (p<0,001)
war in CIn7-defizienten MEFs im Vergleich zu Kontroll-MEFs signifikant reduziert. Die mRNA
Konzentration von Cregl war in CIn7 ko MEFs signifikant (p<0,001) erhoht.
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Abbildung 6: Quantitative real-time PCR Analyse der mRNA-Expression dysregulierter Proteine in
CIn7 ko MEF

Die Veranderung der mMRNA-Mengen von Proteinen mit erhdhter (Cregl und Psap) und erniedrigter Expression
(Pptl, Prcp, Siae, Glbl, Npc2, Tppl, CIn5, CtsD, Aga, Psap, Naaa, Irgm1, Dpp7, Arsb und Epdrl) normalisiert
auf die mMRNA-Mengen des Kontrollgens Gapdh wurden in CIn7 ko MEFs relativ zu Wt MEFs quantifiziert. Zum
Nachweis der Defizienz der CIn7-mRNA wurde die CIn7 mRNA-Expression in CIn7 ko MEFs und Wt MEFs
quantifiziert. Die mMRNA-Mengen in WT MEFs wurden gleich 1 gesetzt und das Verhéltnis von CIn7 ko MEFs zu
Wt MEFs im Balkendiagramm dargestellt (Mittelwert + Standardabweichung; n.d: nicht detektierbar; *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001).

Die Daten zeigen, dass flr eine Fraktion der lysosomalen Proteine mit veranderter Konzentration in
CIn7 ko Lysosomen keine verédnderte mRNA-Expression der korrespondierenden Gene detektiert wurde.
Fur Cregl und Aga, Dpp7, Arsb, Naaa, Epdrl wurden eine erhéhte bzw. verminderte mRNA-
Expression gefunden, so dass bei diesen Genen eine veranderte mRNA-Expression zur Erhéhung bzw.
Depletion auf Proteinebene beitragt. Interessanterweise war die Psap mRNA-Expression in CIn7 ko
MEFs vermindert, obwohl hdéhere Psap-Proteinkonzentrationen in CIn7 ko Lysosomen detektiert

wurden.

4.1.4 Depletion der D- und G-Untereinheiten der V1-Doméne des
V-Typ H* ATPase- Komplexes in CIn7 ko Lysosomen

In den quantitativen Proteom-Analysen wurden 29 verschiedene lysosomale Membranproteine
identifiziert (Tabelle 4). Es wurden integrale Membranproteine (CD63, GImp, Itm2c, Lampl, Lamp2,
Laptmda, Limp2, Tmem 55a, Tmem 55b, Tmem 63a, Tmem 192), Transporter (Clcn7, Cystinosin,
Lyaatl, Mfsdl, Npcl, Sidt2) und 12 Untereinheiten der vakuoldre Protonen-Adenosintriphosphatase
(V-Typ H* ATPase) durch MS identifiziert. Von zentraler Bedeutung fir die Aufrechthaltung der
Funktionen und die Azidifizierung der Lysosomen ist die V-Typ H* ATPase (Collins und Forgac 2020).

Sie transportiert ATP-abh&ngig Protonen vom Zytosol in das lysosomale Lumen. Das entstehende saure
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Milieu in der lysosomalen Matrix ist notwendig flr die Aktivierung zahlreicher Enzyme, die am Abbau
zahlreicher intra- und extrazellularen Substrate beteiligt sind (Mellman 1992). Die V-Typ H* ATPase ist
aus der integralen VO-Domane und der zytosolischen V1-Domane zusammengesetzt (Cotter et al. 2015).
Die V0-Doméne besitzt bei Eukaryoten 6 verschiedene Untereinheiten (a, d, e, ¢, ¢* und Ac45) und die
V1-Domane 8 verschiedene Untereinheiten (A-H, Abb. 7).
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Abbildung 7: Depletion der D- und G-Untereinheiten der V1-Doméne des V-Typ H™ ATPase
Komplexes in CIn7 ko Lysosomen

Die Konzentrationen der MS identifizierten Untereinheiten der VO und V1-Komplexe der V-Typ
H* ATPase in CIn7 ko MEFs wurden quantifiziert und das Verhaltnis (CIn7 ko / WT) der Proteinmengen
aufgetragen. Dabei wurden Werte aus vier 4 unabhdngigen quantitativen Proteom-Analysen
beriicksichtigt (Mittelwert £ SD). Untereinheiten mit signifikant erniedrigten Konzentrationen in
CIn7 ko MEFs sind mit roten Kreisen dargestellt.

In den Proteom-Analysen wurden 11 Untereinheiten des V-Typ H* ATPase-Komplexes und eine
akzessorische Untereinheit identifiziert: die al-, c- und d-Untereinheiten der VO-Doméne, die A-, B2-,
Cl-, D-, E1-, F-, G1- und H-Untereinheiten der V1-Domane und die akzessorische S1-Untereinheit
(Abb. 7, Tabelle 4). In den proteomischen Analysen wurde eine 0,73-fache Verminderung der G1-
Untereinheit und eine 0,71-fache Verminderung der D-Untereinheit der V1-Domdne in CIn7 ko

Lysosomen im Vergleich zu WT Lysosomen detektiert. (Abb. 7, Tabelle 4).

4.1.5 Depletion von CIn5 in verschiedenen CIn7 ko Zellen und Gehirngewebe

Zur Analyse, ob die Depletion in CIn7 ko Fibroblasten Zelltyp- und Spezies-spezifisch war, wurden
weitere Immunblot-Analysen an humanen haploiden (HAP1) CIn7 ko Zellen und an primaren CIn7 ko
Makrophagen der Maus durchgefiihrt. Zusétzlich wurde die CIn5-Expression in CIn7 ko Maushirnen
analysiert (Abb. 8).
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Abbildung 8: Depletion von CIn5 in humanen haploiden CLN7 ko HAP1-Zellen, in murinen CIn7 ko
Makrophagen und in murinem CIn7 ko Hirngewebe

Gesamt-Proteinhomogenate aus (A) CIn7 ko HAP1-Zellen, (B) priméren CIn7 ko Makrophagen, und (C) Gehirnen
von 10 Monate alten CIn7 ko und altersgleichen WT Mausen wurde durch CIn5-Western-Blotting analysiert. Als
Kontrollen fir die gleichméRige Beladung wurden a-Tubulin Immunblots durchgefiihrt. Die Intensitat der
immunreaktiven Banden wurde densitometrisch quantifiziert. Die relativen CIn5-Protein-Mengen normalisiert auf
die a-Tubulin-Mengen sind im Balkendiagramm dargestellt (Mittelwert + SD). (n=2 (A), n=3 (B), n=5 (C);
*p<0,05, **p<0,01).

Die densitometische Quantifizierung der immunreaktiven Banden zeigte, dass die CIn5-Expression in
CIn7 ko HAP-Zellen um 70 %, in primaren CIn7 ko Makrophagen um 50 % und in CIn7 ko Gehirnen um
80 % im Vergleich zu WT Kontrollen vermindert waren (Abb. 8). Die Untersuchungen zeigen, dass die
Depletion von CIn5 in CIn7 ko MEFs nicht Zelltyp- und Spezies- spezifisch war, sondern auch in
humanen CIn7 ko HAP1-Zellen, in primédren CIn7 ko Makrophagen und in CIn7 ko Maushirn zu

detektieren war.

4.1.6 Unveranderter intrazellularer Transport von CIn5 in CIn7 ko MEF

Der biosynthetische Transportweg neusynthetisierter 16slicher lysosomale Enzyme umfasst die Synthese
des Mannose-6-Phosphat-Erkennungsmarkers im Golgi-Apparat, die Bindung an die M6P-Rezeptoren
im TGN, den Transport der M6P-Rezeptor-Protein-Komplexe zu endosomalen Kompartimenten und die
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proteolytische Aktivierung der Enzyme in Lysosomen. Variable Anteile neusynthetisierter lysosomaler
Proteine (5-10 %) werden ins Medium sezerniert und anschlieRend durch den 300 kDa M6P-Rezeptor
internalisiert (Braulke und Bonifacino 2009). Zur Analyse, ob eine Missortierung ins Medium zur
Depletion von CIn5 in CIn7 ko Lysosomen beitragt, wurden die CIn5-Mengen in Lysosomen-
angereicherten Fraktionen (LF), Gesamtproteinhomogenaten (Zellen) und in Medienlberstdnden
(Medium) durch Immunblot-Analysen quantifiziert (Abb. 9A).

Sowohl in den Gesamtproteinhomogenaten als auch in den Lysosomen-angereicherten Fraktionen von
CIn7 ko und WT MEFs wurden eine 55 kDa CIn5-Proform und eine prozessierte 50 kDa reife CIn5-
Form detektiert, was den korrekten biosynthetischen Transport und die proteolytische Prozessierung von
CIn5 in Lysosomen in Abwesenheit von CIn7 zeigte (Abb. 9A). In Ubereinstimmung mit den
guantitativen proteomischen Daten (Abb. 4) und den Immunblot-Analysen (Abb. 5A) waren die CIn5-
Mengen in Gesamtproteinhomogenaten und LF in CIn7 ko MEFs im Vergleich zu WT MEFs vermindert
(Abb. 9A). In den Medieniberstanden von WT und CIn7 ko MEFs wurde wie erwartet nur die nicht-
prozessierte 55 kDa CIn5-Proform detektiert. In den WT und CIn7 ko MEF-Zellen wurden 25% bzw
22% der ClIn5-Gesamtproteinmenge in den Medien detektiert (Abb. 9B). Die Tendenz zu einer
verminderten Sekretion von CIn5 ins Medium in CIn7 ko MEFs im Vergleich zu WT MEFs war jedoch
nicht signifikant. Die Ergebnisse zeigen, dass die intrazellulédre lysosomale Depletion von CIn5 nicht auf
eine vermehrte Sekretion von CIn5 ins Medium zuriickzuflihren ist. Ferner zeigen die Daten, dass der
Transport von CIn5 zu Lysosomen und die proteolytische Prozessierung der CIns-Proform in die reife

CIn5-Form in Abwesenheit von funktionellem CIn7 nicht gestort sind.
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Abbildung 9: Unveranderter intrazellularer Transport von CIn5 in CIn7 ko MEF

(A) Zur Bestimmung der sezernierten CIn5-Fraktion wurden immortalisierte WT und CIn7 ko MEF flir 24 h in
Opti-MEM Medium kultiviert und die konditionierten Medien gesammelt. Nach Lyse der Zellen wurden
Lysosomen-angereicherte Fraktionen (LF) und Gesamtproteinhomogenate (Zellen) isoliert. LF (50 pg Protein),
Gesamtproteinhomogenate (100 pg Protein) und konditionierte Medien (Medium, 20%) wurden durch Cln5-
Immunblot analysiert. Zur Bestimmung der Reinheit (LF und Medienuiberstande) und der gleichmaRigen Beladung
des Gels (LF und Gesamtproteinhomogenate) wurden Lampl und Gapdh Western-Blot-Analysen durchgefiihrt.
Die Positionen der Vorlaufer-CIn5-Formen (weiBer Pfeilkopf), der reifen CIn5-Formen (schwarzer Pfeilkopf) und
der molaren Massen der Markerproteine (in kDa) sind angegeben. (B) Dargestellt ist die densitometrische
Quantifizierung der Intensitat der immunreaktiven Banden von 4 unabh&ngigen Experimenten. Der Anteil der
sezernierten CIn5-Vorlauferform (in %) in Relation zur gesamten CIn5-Proteinmenge (intrazellular und
extrazellular) in WT (grau) und CiIn7 ko-Zellen (rot) ist im Balkendiagramm dargestellt (Mittelwert +
Standardabweichung; n.s.: nicht signifikant).

4.1.7 Depletion von CIn5 durch Cysteinprotease-vermittelten Abbau in CIn7 ko

Lysosomen

Um zu Oberprifen, ob ein erhohter intralysosomaler Cln5-Proteinabbau zur Depletion von CIn5 in
CIn7 ko Lysosomen beitragt, wurden lysosomale Cysteinproteasen und Aspartylproteasen durch Zugabe
spezifischer Inhibitoren (Leupeptin, E64 bzw. Pepstatin A) ins Medium gehemmt. Cystein- und
Aspartylproteasen sind wichtig flir den konstitutiven Abbau von Proteinsubstraten in den Lysosomen.
Dabei spalten sie innerhalb eines Proteins Peptidbindungen durch Hydrolyse bzw. durch einen Katalyse-
Mechanismus (https://www.ebi.ac.uk/merops/). Nach einer Inkubation der Zellen in Ab- oder
Anwesenheit der Cysteinprotease- oder Aspartylprotease-Inhibitoren fir 20 h wurden die CIn5-
Konzentrationen durch Immunblot-Analysen von Gesamt-Proteinhomogenaten aus CIn7 ko und WT
MEFs quantifiziert (Abb. 10).
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Abbildung 10: Depletion von CIn5 durch Cysteinprotease-vermittelten Abbau in CIn7 ko Lysosomen

(A) Wt und CIn7 ko MEF-Zellen wurden in Anwesenheit von Leupeptin (Leu, 100 pg), Pepstatin (Pep A, 30 pg),
E64 (50 pg) oder Bafilomycin Al (Baf A1, 100 nm) im Medium fiir 20 h inkubiert. Nicht behandelte (Kontrolle)
oder in Dimethylsulfoxid (DMSO) kultivierte Zellen dienten als Negativkontrollen fur Leupeptin/ E64 bzw.
Pepstatin/ Bafilomycin Al. Gesamt-Proteinhomogenate (75 pg Protein) wurden durch Cln5-, Cathepsin B- (Ctsb)
und Lampl- Immunblot analysiert. Zur Kontrolle der gleichmé&Rigen Proteinbeladung wurde ein Gapdh-Western-
Blot durchgefihrt. Die Positionen der Vorldufer (weiBer Pfeilkopf), und reifen Proteinformen (schwarzer
Pfeilkopf) sind angegeben. Die molaren Massen der Markerproteine (in kDa) sind dargestellt. (B) Densitometrische
Quantifizierung der immunreaktiven Banden von drei unabh&ngigen Experimenten. Die relative Cln5-
Proteinmenge im Verhéltnis zu Wasser- oder DMSO-Kontrollen wurde berechnet und im Balkendiagramm
(Mittelwert £ Standardabweichung) dargestellt (n.s: nicht signifikant; *p < 0,05).

Die densitometrische Auswertung der immunreaktiven ClIn5-Banden zeigte, dass die Inhibierung
lysosomaler Cysteinproteasen durch Leupeptin oder E64 zu einer Stabilisierung der reifen CIn5-Formen
in WT und CIn7 ko MEFs im Vergleich zu nicht-inhibierten Kontrollzellen fiihrte (Abb. 10B). Der
Anstieg der CIn5-Konzentrationen war jedoch nur in CIn7 ko MEFs signifikant (*p < 0,05). Nach
Hemmung von Aspartyl-Proteasen durch Pepstatin A wurde keine Stabilisierung der reifen CIn5-Formen
in WT und CIn7 ko MEFs im Vergleich zu nicht-inhibierten Kontrollzellen detektiert. Die Inhibierung
der lysosomalen Azidifizierung durch Bafilomycin Al, einem V-Typ H* ATPase-Inhibitor, fiihrte zu
einer Hemmung der proteolytischen Prozessierung der Proformen in die reifen ClIn5- und
Cathepsin B (Ctsb)-Formen in WT und CIn7 ko MEFs (Abb. 10A). Die Daten zeigen, dass der verstarkte
proteolytische Abbau durch lysosomale Cysteinproteasen zur Depletion von CIn5 in CIn7 ko Lysosomen

beitragt.
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4.2  Analyse lysosomaler Kompartimente in primaren CIn7 ko
Makrophagen

Makrophagen kommen in allen Geweben vor und weisen eine grof3e funktionelle Vielfalt auf. So spielen
sie unter anderem eine wichtige Rolle in der Immunabwehr, in der Homoostase und der Gewebereparatur
(Wynn et al. 2013). Die Isolierung primérer Makrophagen erfolgte aus dem Knochenmark von 20
Wochen alten CIn7 ko und altersgleicher Wild-Typ Méuse. Dazu wurde das isolierte Knochenmark mit
BMM (bone marrow microenviroment) -Zellen fur 10-14 Tage in RPMI-Medium, welches mit M-CSF
(50 ng/ml) supplementiert wurde, kultiviert, bis primédre Makrophagen ausdifferenziert waren. Primare
Zellen entsprechen im Vergleich zu immortalisierten Zelllinien morphologisch und biochemisch eher

der Situation in vivo.
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Abbildung 11: Charakterisierung kultivierter primarer CIn7 ko Makrophagen

(A) Primére kultivierte Wt und CIn7 ko Makrophagen wurden fixiert und mit Antikérpern gegen das Makrophagen-
spezifische Oberflachenantigen CD68 (griin) und den Kernmarker DAPI (violett) inkubiert. Nach Inkubation mit
einem Fluorophor-gekoppelten Sekundérantikorper erfolgte eine qualitative Analyse durch konfokale
Fluoreszenzmikroskopie. (B) BMM-Zelllysate aus 2 unabhéngigen Proben wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt
und durch CIn7-Western-Blotting analysiert. Als Ladekontrolle diente a-Tubulin. Die molaren Massen der
Markerproteine (kDa) sind angegeben. (C) Quantifizierung der relativen CIn7-mRNA-Expression in WT und
CIn7 ko Makrophagen mittels quantitativer real-time PCR. Zur Normalisierung der CIn7 mRNA-Expression wurde
eine Quantifizierung der Gapdh mRNA durchgefihrt.

Zur Charakterisierung der primdren Makrophagen wurden Immunfluoreszenz-Aufnahmen mit

Antikorpern gegen das Makrophagen-spezifische Oberflachenantigen CD68 durchgefiihrt (Abb. 11A).
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Samtliche primédren Makrophagen aus CIn7ko und WT Mausen waren positiv fir den
Makrophagenmarker CD68, was die Differenzierung zu Makrophagen bestatigte. In Immunblot-
Analysen von Gesamtextrakten wurde eine immunoreaktive Bande mit molaren Massen zwischen ~ 45-
55 kDa in WT Makrophagen detektiert, die in Extrakten aus CIn7 ko Makrophagen schwécher war
(Abb. 11B). Quantitative real-time PCR Analysen zeigten eine Reduktion der CIn7 mRNA in CIn7 ko
Makrophagen um 50% im Vergleich zu WT Makrophagen (Abb. 11C).

4.2.1 Expressionsanalysen lysosomaler Cathepsine und von Cathepsin S-
Substraten in CIn7 ko Makrophagen

Lysosomen enthalten eine Vielzahl von Proteasen, von denen Cathepsine einen wesentlichen Anteil
ausmachen. Cathepsine spielen neben ihrer Hauptfunktion beim lysosomalen Proteinabbau
und -recycling eine wichtige Rolle bei immunologischen Prozessen wie der Antigenprozessierung
und -préasentation, die fur eine wirksame adaptive Immunitdt wichtig sind (Bird et al. 2009).
Extrazelluldre Antigene werden von antigenprasentierenden Zellen, wie B-Zellen, dendritischen Zellen
oder Makrophagen aufgenommen und in den Lysosomen proteolytisch zu Peptiden gespalten. Die
Peptide werden anschlieBend an MHC Klasse Il1-Komplexe gebunden und auf der Zelloberflache
prasentiert (Loffler 1998). Cathepsin S ist am proteolytischen Abbau von CD74 beteiligt, einem
Oberflachenprotein, welches mit dem MHC I1-Komplex im endoplasmatischen Retikulum assoziiert ist,

um eine vorzeitige Antigenbindung zu verhindern (Abb. 12, Honey und Rudensky 2003).

Abbildung 12: Schematische Darstellung der proteolytischen Spaltung von CD74
durch Cathepsin S

Das Membranprotein CD74 bindet kotranslational an MHCII-Komplexe im
endoplasmatischen Reticulum. Die Bindung von CD74 an MHCII verhindert die
frihzeitige ~ Antigenbindung in  pralysosomalen Kompartimenten. In
endosomalen/lysosomalen Kompartimenten erfolgt die proteolytische Spaltung von
CD74 durch Cathepsin S in ein membranstandiges Class-I1-Invariant-chain-Peptid
(CLIP)-Fragment (lila).

In den quantitativen proteomischen Analysen wurde eine erhohte Konzentration der lysosomalen
Cysteinprotease Cathepsin S (Ctss) in den CIn7 ko Lysosomen detektiert (Abb. 4). Die Ctss-Erhdhung
war von allen untersuchten l6slichen lysosomalen Proteinen (13,4-fach £ 6,75) am starksten. Da Ctss
eine wichtige Funktion in Antigen-prasentierenden Zellen besitzt, wurde die Ctss-Expression in
priméren CIn7 ko Makrophagen analysiert. Zusatzlich wurde die Konzentration des Ctss-Substrats CD74

in CIn7 ko Makrophagen untersucht. In Gesamt-Proteinhomogenaten von CIn7 ko Makrophagen wurden
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2,5-fach erhdhte Mengen der 25 kDa Cathepsin S-Form im Vergleich zu Homogenaten aus
WT Makrophagen gefunden (Abb. 13A). In den CIn7 ko Makrophagen war die Expression der 33 kDa
CD74-Bande im Vergleich zu WT Makrophagen erhoht. Zusétzlich wurde in den CIn7 ko Makrophagen
eine 10-12 kDa CD74-Doppelbande detektiert, die in WT Makrophagen nicht gefunden wurde (Abb.
13A).
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Abbildung 13: Erhdhte Cathepsin S-Expression und Analyse der mRNA-Konzentrationen von Cathepsin S
Substraten in CIn7 ko Makrophagen

(A) Gesamt-Proteinextrakte (40 pg Protein) aus 2 unabhingigen WT und CIn7 ko Makrophagenkulturen wurden
nach SDS-PAGE Auftrennung durch Ctss- und CD74- Immunblot analysiert. a-Tubulin Western-Blotting diente
als Ladekontrolle. Die densitometrische Quantifizierung der immunreaktiven Banden und Normalisierung auf den
Gehalt von a-Tubulin zeigte einen 2,5-fachen Anstieg von Ctss in CIn7 ko Makrophagen im Vergleich zu WT
Kontrollmakrophagen. Im CD74-Western-Blotting zeigten sich akkumulierte, degradierte Zwischenstufen in
CIn7 ko Makrophagen (Pfeil). (B) Relative mRNA Expression ausgewahlter Cathepsin S- Substrate wie Cd74, Slpi
und Jam2 in CIn7 ko Makrophagen (weier Balken) in Vergleich zur wt Kontrolle (schwarzer Balken) (Mittelwert
+ SD, n=3, *p<0,05).

Im néchsten Schritt untersuchten wir die Genexpression ausgewdhlter Ctss-Substrate in CIn7 ko
Makrophagen (Abb. 13B). Zu diesen zéhlen neben CD74 das junktionale Adhasionsmolekil B (JAM-
B), ein Adhasionsmolekil an der Blut-Hirn-Schranke, und der sekretorische Leukozyten Protease-
Inhibitor (secretory leukocyte protease inhibitor (Slpi)), der eine zentrale Rolle beim Elastin-Abbau in
der Lunge spielt (Wilkinson et al. 2015). Wahrend die CD74 und JAM-B mRNA-Expression in CIn7 ko
und WT Makrophagen vergleichbar waren, waren die Slpi-mRNA-Mengen signifikant 2,9-fach in
CIn7 ko im Vergleich zu WT Makrophagen erhéht (Abb. 13B).

In friheren Untersuchungen wurden erhohte Cathepsin B-, D-, und Z-mRNA und Protein-
Konzentrationen in Gehirnen von 10 Monate alten CIn7 ko Mausen im Vergleich zu altersgleichen Wild-
Typ-Mausen gefunden (Brandenstein et al. 2016). Zur Analyse, ob erhéhte Konzentrationen von
Cathepsinen auch in phagozytierenden und antigenpréasentierenden CIn7 ko Zellen zu detektieren sind,

wurden primére CIn7 ko Makrophagen untersucht. In den Immunblot-Analysen von Gesamtprotein-
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Extrakten wurden 38 kDa-Vorldufer und 33 kDa reife Ctsb-Formen in CIn7 ko und WT Zellen detektiert
(Abb. 14A). Die Ctsb-Mengen in den primaren CIn7 ko Makrophagen waren im Vergleich zu WT
Makrophagen nicht signifikant verandert (Abb. 14B). In Western-Blot-Analysen wurden 38 kDa
Vorléaufer-, 33 kDa Intermediédr- und 20 kDa reife Ctsl-Formen in CIn7 ko und WT Makrophagen
gefunden. Die Ctsl-Mengen waren in CIn7 ko Makrophagen nicht signifikant verandert im Vergleich zu
WT Makrophagen. Die Ctsz-Expression war in CIn7 ko Makrophagen ebenfalls nicht signifikant
verandert im Vergleich zu Kontrollimakrophagen (Abb. 14A und B). Die Ctsd-Proteinexpression in
CIn7 ko Makrophagen war 0,6-fach reduziert im Vergleich zu WT Makrophagen. Die Reduzierung der
Ctsd-Intermediérformen war in CIn7 ko Makrophagen am stérksten. Die proteolytische Prozessierung
der Ctsd-Vorlauferformen zu den Intermediér und reifen Formen war in Abwesenheit von CIn7 nicht
veréndert. Quantitative real-time PCR-Analysen zeigten einen Trend zu erhéhter Ctsb, Ctsd, Ctsl und
Ctss mRNA-Expression in CIn7 ko im Vergleich zu WT Makrophagen, der jedoch statistisch nicht
signifikant war (Abb. 14C). Die Ctsz mRNA-Konzentrationen waren in CIn7 ko Makrophagen
signifikant erhoht im Vergleich zu WT Makrophagen.
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Abbildung 14: Verminderte Cathepsin D Proteinexpression in priméren CIn7 ko Makrophagen

(A) Gesamt-Proteinhomogenate (35 pg Protein), gewonnen aus 3 unabhangigen Préparationen primarer kultivierter
Makrophagen aus 5 Monate alten WT und CIn7 ko Mdusen, wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und durch
Cathepsin B (Ctsb), Cathepsin D (Ctsd), Cathepsin Z (Ctsz) und Cathepsin L (Ctsl) Immunblot analysiert . Als
Ladekontrolle wurde ein a-Tubulin Western-Blot durchgefiihrt. Die Positionen der Vorlaufer (V), intermediaren
() und reifen (R) Cathepsin-formen und die molaren Massen der Markerproteine (in kDa) sind dargestellt. (B) Die
Intensitdten der immunreaktiven Banden wurde densitometrisch quantifiziert und die relativen Proteinmengen der
Cathepsine normalisiert auf die Ladekontrolle im Balkendiagramm dargestellt. Die relativen Ctsb-, Ctsd-, Ctsl- und
Ctsz-Mengen in WT Makrophagen wurden gleich 1 gesetzt (n.s. nicht signifikant, *p < 0,05). (C) Aus den
kultivierten wt und CIn7 ko Makrophagen wurde mRNA isoliert und die Ctsb, Ctsd, Ctsl, Ctss, Ctsz mRNA-
Expression durch quantitative real-time PCR analysiert. Die relative mRNA-Expression der Cathepsine,
normalisiert auf die Menge an Gapdh mRNA, ist im Balkendiagramm dargestellt, wobei die relative Cathepsin
mRNA-Expression in wt Makrophagen gleich 1 gesetzt wurde (n.s. nicht signifikant, *p < 0,05).

4.2.2 Speicherung der Untereinheit ¢ der mitochondrialen ATP-Synthase in
CIn7 ko Makrophagen

Ein Merkmal der NCLs und der CLN7-Erkrankung ist die Akkumulation von Speichermaterial im
Gehirn und peripheren Organen (Mole et al. 2011). Wahrend bei den CLN1- und CLN210-Erkrankungen
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die Sphingolipid-Aktivator-Proteine (Saposin) A und D akkumulieren, ist bei den anderen NCLs die
Untereinheit ¢ der mitochondrialen ATP-Synthase (SCMAS) die Hauptprotein-komponente des
Speichermaterials (Radke et al. 2015). SCMAS wurde auch in Neuronen unterschiedlicher
Gehirnregionen, im Herz, in der Niere und in der Leber von 10 Monate alten CIn7 ko Mausen detektiert
(Brandenstein et al. 2016). Um zu analysieren, ob das Speichermaterial in CIn7 ko Makrophagen Saposin
A/D oder SCMAS enthélt, wurden TX-100-unl6sliche Fraktionen aus Extrakten von Makrophagen
prapariert und anschlieBend durch Saposin D und SCMAS-Immunblot untersucht. In den TX-100-
unléslichen Proteinextrakten aus WT und CIn7 ko Makrophagen wurden eine 70 kDa Vorlaufer-
Prosaposin-Form und eine 10 kDa prozessierte Saposin D-Form in der Immunblot Analyse detektiert
(Abb. 15A). Die Mengen an Prosaposin und Saposin D waren in den TX100-unloslichen Extrakten der
CIn7 ko Makrophagen im Vergleich zu WT Makrophagen nicht verandert (Abb. 15A).

In den TX100-unléslichen Fraktionen der CIn7 ko Makrophagen wurde die 10 kDa SCMAS detektiert,
die in den Extrakten von WT Zellen nicht gefunden wurde (Abb. 15B). Die Daten zeigen, dass in
kultivierten CIn7 ko Makrophagen SCMAS, nicht jedoch Saposin D Proteinbestandteil des

Speichermaterials ist.
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Abbildung 15: Akkumulation von SCMAS in primaren CIn7 ko Makrophagen
Primére wt und CIn7 ko Makrophagen wurden fiir 13 Tage kultiviert und die Zellen anschliessend lysiert. Aliquots
TX100-unl6slicher  Fraktionen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt. (A) Saposin  D-Immunblot
(Acrylamidkonzentration: 12,5%) und (B) SCMAS-Immunblot (Acrylamidkonzentration: 15%). Die Position der
Molekulargewichtsmarker und der Prosaposin- (Pfeil) und Saposin D-Formen (Pfeilkopf) sind eingezeichnet. Die
Lademengen wurden an die Konzentration der TX100-16slichen Fraktion angepasst.
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4.3 ldentifizierung von potenziellen Interaktionspartnern des CLN7-
Proteins

In der Literatur sind vielféltige Methoden beschrieben, um Protein-Protein-Wechselwirkungen zu
untersuchen. Dazu gehdren unter anderem die Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (SRP),
Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET), isothermale Titrationskalorimetrie (ITC),
Proteinfragment-Komplementations-Assays (PCA), verschiedene Two-Hybrid-Systeme, Tandem-
Affinitats-Aufreinigung (TAP), chemisches Crosslinking, Proximity-Labelling mit Biotin-Ligase-

Fusionsproteinen und Ko-Immunprazipitation (Berggard et al. 2007).

Durch Hochdurchsatzanalysen wurden bisher 28 Interaktionspartner des humanen CLN7-Proteins
identifiziert (https://thebiogrid.org/129168/summary/, Huttlin et al. 2017; Huttlin et al. 2015). Es ist
jedoch unklar, ob die gefundenen Interaktionen funktionell wichtig sind. Zur Identifizierung von CLN7-
Protein-Interaktionspartnern, die maoglicherweise zu einem besseren Verstdndnis der unbekannten
CLN7-Funktion oder seiner moglichen Bedeutung fir Signal- oder Reaktionskaskaden beitragen,
wurden Koprézipitationsanalysen aus Proteinextrakten von GFP-CLN7 (iberexprimierenden HEK293-
Zellen durchgefiihrt (Abb. 18). Im Rahmen der Interaktionsanalysen wurde auch tberprift, ob CLN7 in

dimerer oder oligomerer Form in der lysosomalen Membran vorliegt.

Zur Immunprézipitation wurde ein GFP-Epitop-Tag an den N-Terminus von CLN7 fusioniert. Durch die
Fusion sind GFP und die N-terminalen 40 Aminosduren von CLN7 im Zytosol lokalisiert. Die N-
terminale Fusion von GFP verdndert die intrazelluldre Lokalisation des CLN7-Fusionsproteins im
Lysosom nicht und erlaubt die Verwendung von hochspezifischen und hochaffinen anti-GFP-
Einzeldomé&nen-Antikdrpern zur Immunprazipitation von GFP-CLN7 (Steenhuis et al. 2010). Der GFP-
Epitop-Tag erlaubt die Quantifizierung der Transfektions-Effizienz durch FACS- oder

Immunfluoreszenz-Analysen.

4.3.1 Immunprazipitation von GFP-CLN7 und massenspektrometrische Analyse
der interagierenden Proteine

In Vorversuchen wurde uberprift, ob sich GFP-CLN7 in HEK293-Zellen Uberexprimieren und nach

Zelllyse mit GFP-Trap Beads prazipitieren lasst. HEK293-Zellen wurden transient mit der GFP-CLN7

cDNA transfiziert und nach Lyse der Zellen wurde eine Mitochondrien/Lysosomen-angereicherte

Fraktion prapariert. Nach Lyse der Mitochondrien/Lysosomen-Fraktion erfolgte eine Immunpré-
zipitation der GFP-CLN7-Fusionsproteine durch GFP-Trap Beads (Abb. 16).
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Abbildung 16: Immunpréazipitation von GFP-CLN7 und Identifizierung potenzieller Interaktionspartner
HEK293-Zellen wurden mit der GFP-CLN7 cDNA transient transfiziert. Nach Lyse der Zellen und Isolierung einer
mitochondrialen/lysosomalen  Membranfraktion (Lysat) wurde GFP-CLN7 mit GFP-Trap Beads
immunprazipitiert. Nach Waschen der Beads wurden GFP-CLN7 und gebundene Proteine durch
Hitzedenaturierung bei 95°C unter reduzierenden Bedingungen eluiert. Mittels SDS-PAGE erfolgte die
Auftrennung der Membranfraktion (5% vom Lysat), der nicht an GFP-CLN7 gebundenen Fraktion (10% vom
Durchfluss), der Waschfraktion (10%) und der gebundenen Fraktion (20%). (A) GFP-CLN7 und potenzielle
Interaktionspartner wurden mit einer Silberfarbung nach Blum visualisiert. (B) GFP-CLN7 Western-Blot-Analyse.
Aliquots des Lysates, des Durchflusses, der Waschfraktion und der gebundenen Fraktion wurden zur Detektion des
GFP-CLN7 Fusionsproteins in GFP-Immunblots analysiert. Die molaren Massen der Markerproteine sind in kDa
angegeben.

Zur Analyse der Expression und Aufreinigung der GFP-CLN7-Fusionsproteine wurden Aliquots des
Lysates, des Durchflusses, der Waschfraktion und der eluierten Fraktion durch SDS-PAGE aufgetrennt
und die Proteine durch Silberfarbung dargestellt (Abb. 16A). In der eluierten Fraktion wurden zwei
Hauptbanden von ca. 70 kDa und 40 kDa durch Silberfarbung detektiert (Abb. 16A, Spur 4). Neben
diesen Hauptbanden waren noch weitere Banden mit molaren Massen zwischen 10 kDa und 100 kDa
angefarbt. Zusétzlich wurden fir die Analyse der GFP-CLN7-Expression und der Effizienz der GFP-
Trap-Aufreinigung GFP-Immunblot-Analysen durchgefuhrt (Abb. 16B). In diesen Western-Blot-
Analysen wurde eine 60-90 kDa immunreaktive Bande in den Lysaten detektiert, die dem GFP-CLN7-
Protein entspricht (Abb. 16B, Spur 1). Die Analyse des Durchflusses zeigte, dass GFP-CLN7 unter den
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Versuchsbedingungen nicht quantitativ von der GFP-Trap-Matrix gebunden wurde (Abb. 16B, Spur 2).
In der gebundenen Fraktion wurde eine 70-100 kDa GFP-CLN7 Bande detektiert. In der Silber-Farbung
war die prazipitierte 70-100 kDa GFP-CLN7-Bande in der gebundenen Fraktion zu detektieren
(Abb. 16A). Ziel war es, mogliche CLN7-Protein-Interaktionspartner im néchsten Schritt durch

massenspektrometische Analysen zu identifizieren.
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Abbildung 17: Screening nach einem geeigneten Kontrollprotein fiir GFP-CLN7-Koprazipitations-analysen
HEK?293-Zellen wurden mit der GFP, GFP-LAMP1, GFP-CLN3 oder GFP-Sialin cDNA transient transfiziert. 24h
nach Beginn der Transfektion wurden Gesamtprotein-Homogenate (L) prépariert, GFP bzw. GFP-Fusionsproteine
mit GFP-Trap Beads immunprazipitiert und die gebundenen Proteine (GF) bei 95°C eluiert. Die Proben wurden
durch Gelelektrophorese aufgetrennt und im GFP Immunblot untersucht. Die Positionen der Markerproteine sind
in kDa angegeben (L=Lysat, DF= Durchfluss, WF=Waschfraktion, GF= gebundene Fraktion).

Um ein geeignetes lysosomales Membranprotein als Kontrolle fur die Koprazipitationsanalysen zu
finden, wurden HEK?293-Zellen mit der cDNA von GFP, GFP-LAMP1, GFP-CLN3 oder GFP-Sialin
transient transfiziert und anschlielend eine Immunoprazipitation mit GFP-Trap Beads durchgefihrt
(Abb. 17). Die Fragestellung war, ob sich das GFP-fusionierte Kontrollprotein in HEK293-Zellen gut
exprimieren und durch GFP-Trap effektiv aufreinigen l&sst. Wéhrend LAMP1 ein lysosomales Typ |
Membranprotein darstellt, sind CLN3 und Sialin polytope lysosomale Membranproteine mit 6 bzw. 12
Transmembrandomanen (Schwake et al. 2013). In den GFP-Immunblot-Analysen wurden in den Lysaten
immunreaktive Banden von 26 kDa (GFP), 130 kDa (GFP-LAMP1), 60 kDa (GFP-CLN3) und 55-
70 kDa (GFP-Sialin) detektiert (Abb. 17). Wahrend die Expressionshthen von GFP, GFP-LAMP1 und
GFP-Sialin in transfizierten HEK293-Zellen vergleichbar waren, war die GFP-CLN3-Expression
schwach. Zusétzlich waren in den Lysaten und gebundenen Fraktionen GFP-CLN3 exprimierender

HEK293-Zellen vermehrt GFP-immunreaktive 26 kDa-Banden detektierbar, was auf einen
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proteolytischen Abbau des CLN3-Proteinanteils hindeutet. Da die Bindung der GFP-Sialin-
Fusionsproteine an die GFP-Trap Beads effektiver als der GFP-LAMP1-Fusionsproteine war, wurde

GFP-Sialin als Kontrollprotein flir die weiteren Koprazipitationsanalysen ausgewahlt.

Fur die massenspektrometrischen Analysen der Immunprézipitate wurden 6 x 10 cm Platten HEK293-
Zellen mit GFP-CLN7 oder mit GFP-Sialin transient transfiziert. Nach Inkubation der
Membranfraktionen mit den GFP-Trap Beads auf dem Drehrad wurden die Beads gewaschen und die an
die Matrix gebundenen Proteine durch Hitzedenaturierung eluiert. Aliquots der Lysate (L), des
Durchflusses (DF), der Waschfraktion (WF) und die gesamte gebundene Fraktion (GF) wurden durch
SDS-PAGE aufgetrennt und die aufgetrennten Proteine mit Coomassie-Blue angeféarbt (Abb. 18A). Trotz
der geringen Empfindlichkeit der Coomassie Blue-Féarbung (untere Nachweisgrenze 200-400 ng Protein
pro Bande), ist die Methode im Gegensatz zur Silberfarbung mit der MS Proteinidentifizierung
kompatibel (Rehm 2016). Die Spuren mit den aufgetrennten Proteinen wurden in Kleinere Stiicke
geschnitten und die Proteine anschlieRend tryptisch in Peptide gespalten. Die MS ldentifizierung der
Peptidfragmente wurde durch die Core Facility Massenspektrometrische Proteomik am UKE

durchgefuhrt.

In den MS Analysen wurden insgesamt 2649 Proteine identifiziert, die mit GFP-CLN7 als Kéderprotein
koprazipitierten. Mit Hilfe der Eintragungsnummern wurde die subzellulére Lokalisation der
koprazipitierten Proteine in der UNIPROT-Datenbank bestimmt (Abb. 18B). Die Mehrzahl der
identifizierten Proteine (N=1122, 42%) war im Zytosol lokalisiert, gefolgt von Kernproteinen (N=423,
16%) und Proteinen der Plasmamembran (N=271, 10%, Abb. 18B). Weitere potenzielle CLN7-
Interaktionspartner waren in den Mitochondrien (N=243, 9%), im endoplasmatischen Retikulum (ER,
N=211, 8%), im Golgi-Apparat (N=147, 6%) oder in den Lysosomen (N=50, 2%) lokalisiert oder waren
Bestandteile des Zytoskeletts (N=182, 7%).
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Abbildung 18: GFP-CLN7 und GFP-Sialin Expressionsanalyse und subzellulére Verteilung identifizierter
CLN7-Interaktionspartner

(A) HEK293-Zellen wurden mit der GFP-CLN7 bzw. der GFP-Sialin cDNA transient transfiziert. 24 h nach Beginn
der Transfektion wurde nach Lyse der Zellen eine Gesamt-Membranfraktion prapariert und GFP-CLN7 bzw. GFP-
Sialin durch GFP-Trap Beads immunprazipitiert. Nach Waschen der Beads und Elution der spezifisch gebundenen
Proteine erfolgte eine Auftrennung des Gesamt-Membranfraktion vor Zugabe der Beads (10%, Lysat (L) ), der
nicht gebundenen Proteine nach Prézipitation (DF, Durchfluss), der Waschfraktion (WF) und der gebundenen
Fraktion (GF) durch SDS-PAGE und im Anschluss Anférbung der Proteine durch Coomassie Blue. Die molaren
Massen der Markerproteine (kDa) sind angegeben. (B) Anzahl und subzelluldre Verteilung von GFP-CLN7
Interaktionspartnern. Die Lokalisation der koprézipitierten Proteine wurde durch Datenbankrecherche identifiziert
und die Anzahl (n) und prozentuale Verteilung koprazipitierter Proteine des Zellkerns, der Mitochondrien, der
Lysosomen, des Zytosols, der Plasmamembran, des Golgi-Apparats, des ER und des Zytoskeletts bestimmt.

4.3.2 Interaktion von Rab7 mit CLN7

In den MS Analysen gebundener Proteine wurden verschiedene lysosomale Membranproteine (LAMP1,
LAMP2, LIMP2), die a-Untereinheit des Clathrin-Adaptorproteins 2 (AP2) und die kleine GTPase Rab7
als potenzielle Interaktionspartner von CLN7 identifiziert. Zur Validierung der MS-Daten wurden GFP
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und GFP-CLN7 in HEK293-Zellen transient exprimiert und der GFP-Anteil aus den Gesamt-
Proteinhomogenaten durch GFP-Trap Beads immunprazipitiert (Abb. 19).
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Abbildung 19: Interaktion von Rab7 mit CLN7

Membranlysate (L) aus mit GFP oder GFP-CLN?7 transient transfizierten HEK293-Zellen wurden mit GFP-Trap
Beads immunprézipitiert. GFP diente dabei als Negativkontrolle, um eine unspezifische Bindung an GFP
auszuschlieRen. 15% der Membranlysate (L, 15%) und die gesamte gebundene Fraktion (GF) wurden durch AP-2
alpha, LAMP2, LAMP1, LIMP2, Rab7 und GFP-Immunblot analysiert. Als Ladekontrolle diente a-Tubulin. Die
molaren Massen der Markerproteine (in kDa) sind angegeben.

In den Eluaten wurden wie erwartet immunreaktive Banden von 27 kDa und von 70-100 kDa im GFP-
Immunblot detektiert, die den molaren Massen von GFP bzw. GFP-CLN?7 entsprechen (Abb. 19). In den

Koprazipitations-Analysen von GFP-CLN7 exprimierenden HEK293-Zellen wurde die Interaktion von
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CLN7 mit der a-Untereinheit von AP2, LAMP2, und LAMPL1 nicht bestétigt. Die Interaktion von GFP-
CLN7 mit LIMP2 wurde verifiziert; es wurde jedoch eine dahnlich starke Wechselwirkung zwischen GFP
allein und LIMP2 gefunden, so dass die CLN7-LIMP2 Wechselwirkung wahrscheinlich ber eine
Bindung an GFP vermittelt wird oder alternativ eine unspezifische Bindung an die Matrix darstellt. Die
Interaktion zwischen CLN7 und Rab7 wurde durch die Koprézipitationsanalysen bestétigt (Abb. 19).
Die Interaktion von Rab7 mit dem CLN7-Anteil im GFP-CLN7-Fusionsprotein wurde durch die
Nichtbindung von Rab7 an GFP allein gezeigt. Die a-Tubulin Immunblots bestétigten die gleichméRige
Proteinbeladung in den Lysat-Fraktionen und eine geringe Kontamination mit dem Zytoskelett-Protein
in den gebundenen Fraktionen (Abb. 19).

4.3.3 CLN7 bildet keine tber kovalente Disulfidbriicken-verbundene Dimere oder

Oligomere

Bioinformatische Analysen ergaben, dass die luminalen Cysteinreste an Position 401 und 408 Hinweise
tiber eine mogliche Dimerisierung von CLN7 geben (Abb. 20A). Sequenzvergleiche zeigten dariiber
hinaus, dass diese Aminosaurereste in unterschiedlichen Spezies (H. sapiens, M. musculus, D. rerio)
hochkonserviert sind (Abb. 20B).
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Abbildung 20: Lokalisation von Cysteinresten im CLN7-Protein flr potenzielle intra- und intermolekulare
Ausbildung von Disulfidbriicken

(A) Topologie-Modell von humanem CLN7 mit Positionen luminal lokalisierter Cysteinreste (rot markiert). Die
Transmembrandomanen 1-12 im CLN7-Protein sind griin dargestellt. (B) Sequenzvergleiche der Aminoreste 397-
420 von CLN7 aus verschiedenen Species (H. sapiens, M. musculus, D. rerio). Die Cysteinreste in den Positionen
401 und 408 der humanen CLN7-Sequenz und konservierte Reste sind rot bzw. grau markiert.

Um die Prasenz moglicher dimerer oder oligomerer Formen von CLN7 zu untersuchen, wurden

HEK?293- Zellen zun&chst mit den Expressionsvektoren 3XFLAG-CLN7 und 3XFLAG-

77



CLN7 N371/N376Q transient transfiziert. Bei dem 3XFLAG-CLN7 N371/N376Q Konstrukt sind die
Asparaginreste der benutzten N-Glykosylierungsstellen in den Positionen 371 und 376 in Kombination
durch Glutamin ersetzt, sodass nur die nicht-N-glykosylierte, elektrophoretisch beweglichere Form von
CLN7 im Western-Blot zu detektieren ist (Steenhuis et al., 2012). Nach Zell-Lyse wurden
Gesamtprotein-Homogenate unter reduzierenden Bedingungen (+SH) in Anwesenheit von Dithiothreitol
(DTT) oder nicht reduzierenden Bedingungen (-SH) in Abwesenheit von DTT solubilisiert und durch
FLAG-Immunoblot analysiert (Abb. 21). DTT verhindert die Oxidation von Sulfhydryl-Gruppen zu
Disulfid-Briicken und reduziert vorhandene Disulfidbriicken in gefalteten Proteinen.

In den Immunoblot-Analysen wurden eine monomere ~ 50-70 kDa CLN7-Bande und eine prozessierte
~36 kDa CLN7-Bande detektiert (Steenhuis et al. 2012). In Extrakten aus 3xFLAG-CLN7 N371/N376Q
exprimierenden HEK293-Zellen sind die nicht N-glykosylierte 55 kDa CLN7-Bande und die
proteolytisch gespaltene 36 kDa CLN7-Bande im FLAG-Immunblot zu detektieren (Abb. 21A). Im
Molekulargewichtsbereich zwischen 100-140 kDa bzw. 72 kDa, wo man potenziell dimere CLN7-
Formen erwarten wiirde, wurden keine weiteren immunoreaktiven CLN7-Banden in Extrakten aus WT-
CLN7 und CLN7 N371/N376Q exprimierenden HEK293-Zellen detektiert (Abb. 21A).

Zur Bestétigung der monomeren CLN7-Formen wurden die Cysteinreste in den Positionen 401 und 408
einzeln durch Serin-Reste substituiert. In Proteinextrakten aus 3xFLAG-CLN7-WT, -C401S und -C408S
Uberexprimierenden HEK293-Zellen wurden eine prominente 50-70 kDa immunoreaktive CLN7-Bande
und die proteolytisch prozessierte 36 kDa immunoreaktive CLN7-Bande im FLAG-Immunblot
detektiert (Abb. 21B). Die elektrophoretischen Mobilitdten der unter nicht-reduzierenden Bedingungen
und der unter reduzierenden Bedingungen denaturierten CLN7-Proteine waren nicht unterscheidbar. In
Extrakten von CLN7 C401S und C408S Uberexprimierenden HEK293-Zellen unter nicht-reduzierenden
Bedingungen waren die Intensitaten der 55-70 kDa und der 36 kDa immunoreaktiven Banden starker im
Vergleich zu den WT-exprimierenden HEK293-Zellen (Abb. 21B). Im Molekulargewichtsbereich
zwischen 100-140 kDa, in dem man CLN7-Dimere erwarten wirde, waren in Extrakten aus WT CLN7
tiberexprimierenden HEK293-Zellen keine immunoreaktiven Banden zu erkennen. Daher war auch ein
Vergleich elektrophoretischer Mobilitatsunterschiede zwischen potenziellen WT-CLN7-Dimeren und
potentieller CLN7-Monomere in den Mutanten C401S und C408S nicht méglich. Die Ergebnisse zeigen,
dass die Serinaustausch der Cysteinreste 401 und 408 in der luminalen Schleife L9 von CLN7 weder die
Stabilitat und Faltung noch die posttranslationale proteolytische Prozessierung von CLN7 in Lysosomen

vermindert.
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Abbildung 21: Analyse der Dimerisierung von CLN7 durch Disulfidbricken

HEK293-Zellen wurden mit 3XFLAG-CLN7 Expressionsvektoren, bei denen die Cystein-Reste in den Positionen
401 oder 408 gegen Serin (C401S und C408S) ausgetauscht wurden (B), transient transfiziert. Als Kontrollen
dienten nicht transfizierte Zellen (-), 3xFLAG-CLN7 und 3xFLAG-CLN7 N371/N376Q transfizierte Zellen. (A).
Nach Zelllyse wurden Gesamt-Proteinhomogenate (70 pg Protein) unter nicht-reduzierenden (-SH) und
reduzierenden Bedingungen (+SH) solubilisiert und durch FLAG-Immunblot analysiert. Die molaren Massen der
Markerproteine (in kDa) sind angegeben.
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5 Diskussion

Die CLN7-Erkrankung mit spat-infantilem Phanotyp ist eine unheilbare neurodegenerative Erkrankung
des Kindesalters, die durch Visus-Verlust, Krampfanfalle, psychomotorische Retardierung, Demenz und
eine stark verkurzte Lebenserwartung charakterisiert ist (Mole et al. 2011). Ferner wurde adulte CLN7-
Patienten mit retinaler Dystrophie ohne Hirnbeteiligung beschrieben (Roosing et al. 2015). Die CLN7-
Erkrankung zahlt zu den NCLs, einer Gruppe von neurodegenerativen lysosomalen
Speichererkankungen mit heterogenem Speichermaterial (Mole et al. 2011). Analysen von Hirnschnitten
aus CLN7-Patienten zeigten post mortem, dass autofluoreszierendes Speichermaterial in grofien
Neuronen des Cortex, Cerebellums und Hippocampus akkumuliert (Sharifi et al. 2010). Es wurden mehr
als 35 verschiedene Mutationen im CLN7/MFSD8-Gen identifiziert, die zu variant spéat-infantilen,
juvenilen und adulten Verlaufsformen bei CLN7-Patienten fiihren (Quelle: NCL-Datenbank,
https://www.ucl.ac.uk/ncl//cIn7.shtml). Das CLN7/MFSD8-Gen kodiert furr ein polytopes, lysosomales
Membranprotein mit unbekannter Funktion, das Sequenzhomologien zur Gruppe der Major Facilitator
Superfamilie von Transportern besitzt (Siintola et al. 2007). Bisher kennt man das/die mdgliche(n)
Substrat(e), den Transportmodus und die Transportrichtung des putativen CLN7-Transporters jedoch
nicht. Zur Analyse der Pathomechanismen der CLN7-Erkrankung stand eine CIn7 knockout Maus mit
Deletion von Exon 2 des murinen Cin7/Mfsd8-Gens zur Verfligung, die genetisch CLN7-Patienten mit
der nonsense-Mutation p.CLN7 R35X é&hnlich ist (Kousi et al. 2009). Untersuchungen des CLN7-
Mausmodells zeigten, dass die CLN7-Defizienz zu lysosomaler Dysfunktion, Stdérungen von
Autophagieprozessen im Hirn und der Retina, progredienter Neuroinflammation, Neurodegeneration,
neurologischen Symptomen und einer verkirzten Lebensdauer der mutanten Méuse flihrte (Brandenstein
etal., 2016). Biochemische Analysen zeigten, dass die Untereinheit ¢ der mitochondrialen ATP-Synthase
(SCMAS) und Saposin D Bestandteile des lysosomalen Speichermaterials im Hirn und der Retina der
CIn7 ko Méuse darstellen (Brandenstein et al. 2016; Jankowiak et al. 2016).

5.1 Lysosomale Proteinzusammensetzung in CIn7 ko Fibroblasten

Der Zusammenhang zwischen der Defizienz des putativen lysosomalen Transporters CIn7 und
lysosomaler Speicherung und Dysfunktion ist bisher wenig verstanden. In der vorliegenden Arbeit sollte
herausgefunden werden, welche molekularen Mechanismen zu lysosomaler Dysfunktion bei der CLN7-
Erkrankung beitragen. Als Modell fur die Untersuchungen wurden immortalisierte embryonale

Fibroblasten eines Mausmodells der CLN7-Erkrankung mit variant spat-infantilem Phanotyp verwendet.

Zur Beantwortung der Fragestellung wurden quantitative proteomische Analysen von Lysosomen aus

WT und CIn7 ko MEFs durchgefiihrt. In den MS-Messungen wurden 56 I6sliche lysosomale Proteine
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detektiert, so dass annahernd die Gesamtheit der bekannten ca. 60 l6slichen Proteine in den
Proteomanalysen identifiziert wurden (Libke et al. 2009). Aufgrund der niedrigeren Abundanz und der
Schwierigkeit der Detektion in MS-Analysen wurden etwa nur 20 % der ca. 125 bekannten lysosomalen
Membranproteine detektiert (Tabelle 4, Schwake et al. 2013). Folglich waren Aussagen iber quantitative
Veranderungen der lysosomalen Membranproteine in CIn7 ko MEFs nur fiir hoch exprimierte Proteine
maoglich. Es wurden z. B. nur 4 Transporterproteine (H*/Cl-exchange transporter 7, Lyaatl, Mfsd1 und
NPC1) in isolierten Lysosomen massenspektrometrisch identifiziert, so dass keine Aussagen tber
quantitative Unterschiede von lysosomalen Transportern mit moglicherwiese redundanten Funktionen

zu CIn7 moglich waren.

Die quantitativen Proteom-Analysen zeigten, dass die Konzentrationen von 12 l6slichen lysosomalen
Proteine, die beim Abbau von Glykan-Ketten, Fettsaure-modifizierten Proteinen, Peptiden, Lipiden und
Fettsduren in Lysosomen wichtig sind, in CIn7-defizienten MEFs im Vergleich zu WT Kontroll-MEFs
vermindert waren (Abb. 4, Tabelle 3). Die Depletion multipler léslicher lysosomaler Proteine wurde
auch in einem Mausmodell der CLN8-Erkrankung und einer zerebellaren CIn3 knockin (CIn3 ki)
Zelllinie beschrieben (di Ronza et al. 2018; Fossale et al. 2004; Schmidtke et al. 2019).

Proteomische Analysen zeigten, dass in Lysosomen-angereicherten Fraktionen aus der Leber von
CIn8 ko Mausen die Konzentration der 16slichen lysosomalen Enzyme CtsD, CtsF, Pptl, Tppl, N-
Acetylgalactosamine-6-sulfatase und Sialidase 1 im Vergleich zu WT-Kontrollmédusen stark vermindert
waren (di Ronza et al. 2018). Die Lamp1-Mengen waren in CIn8 ko Lysosomen hingegen unverandert.
Der Verlust des CLN8-Cargo-Rezeptors fuhrt folglich zur Depletion l6slicher Proteine in Lysosomen
aufgrund eines Transportdefekts zwischen dem ER und dem Golgi-Apparat. In zerebelldren
ClIn3 knockin (ki)-Zellen waren die Konzentrationen von 28 l6slichen lysosomalen Proteinen vermindert,
insbesondere von Proteinen, die fir den lysosomalen Lipid-Abbau wichtig sind (Schmidtke et al. 2019).
Zu den loslichen Proteinen, die sowohl in Lysosomen der CIn7 ko MEFs als auch der zerebellaren
CIn3 ki Zellen depletiert waren, zahlen: Ependymin-ahnliches Proteins (Epdrl), Sialat O-acetylesterase
(Siae), Niemann-Pick Typ C2-Protein (Npc2), neuronales Ceroid-Lipofuscin-Protein 5 (CIn5),
lysosomale Pro-X Carboxypeptidase (Prcp), Carboxypeptidase Q (Cpq), Gruppe XV Phospholipase A2
(Pla2g15) und N-Acylethanolamin-hydrolysierende saure Amidase (Schmidtke et al. 2019). Der
Vergleich der lysosomalen Proteome aus CIn3 ki zerebell&ren Zellen und CIn7 ko MEFs zeigt eine hohe
Uberschneidung von depletierten 16slichen lysosomalen Proteinen. In CIn3 ki Zellen waren die
lysosomalen Konzentrationen des Lipids Lactosylceramid und von Glykosphingolipiden erniedrigt
(Schmidtke et al. 2019). Es ist unklar, ob in CIn7 ko MEFs die Depletion multipler I6slicher lysosomaler

Enzyme ebenfalls zu Verdnderungen der lysosomalen Lipidkomposition fiihren. In CIn7 ko Lysosomen
81



aus MEFs waren allerdings nur zwei lysosomale Proteine (N-Acylethanolamin-hydrolysierende saure
Amidase und Gruppe XV Phospholipase A2) vermindert, die Lipide in Lysosomen abbauen. Um
spezifische Verdnderungen des Lipidstoffwechsels in Abwesenheit von CLN7 zu analysieren und ihre
potenziellen biochemischen Mechanismen aufzuklaren, wére es notwendig, lipidomische Studien an

CIn7 ko -Gewebe oder -Zellen durchzufiihren.

Die Konzentrationen der identifizierten lysosomalen Membranproteine waren mit Ausnahme einer
geringen Depletion der G1- und D-Untereinheiten der V1-Doméne des V-Typ H* ATPase-Komplexes
in CIn7 ko Lysosomen im Vergleich zu WT Lysosomen unverdandert (Abb. 7, Tabelle 4). Die V1-
Domane besitzt die ATPase-Aktivitat im V-Typ H* ATPase-Komplex (Collins und Forgac 2020). Es ist
allerdings eher unwahrscheinlich, dass die gefundene Verminderung der G1- und D-Untereinheiten der
V1-Domane des V-Typ H* ATPase-Komplexes in CIn7 ko Lysosomen funktionelle Konsequenzen fur
die Azidifizierung des lysosomalen Lumens hat. Ratiometrische Analysen in zerebellaren CIn7 ko Zellen
ergaben einen im Vergleich zu zerebellaren WT Zellen unveranderten lysosomalen pH-Wert und in
Ubereinstimmung mit diesen Daten waren die proteolytische Prozessierung der lysosomalen Proteine,
die nur bei saurem pH-Wert stattfindet, CtsD, CtsZ und CIn5 in CIn7 ko MEFs nicht veréndert
(Brandenstein et al. 2016; Danyukova et al. 2018; von Kleist et al. 2019). Es ist daher unwahrscheinlich,
dass CIn7 direkt oder indirekt fur die Homdoostase der lysosomalen Protonenkonzentration wichtig ist.
In zerebellaren CIn3 ki Zellen war trotz erhdhter Konzentrationen der D1-Untereinheit der VO-Domane,
der G1- und H-Untereinheiten der V1-Doméne der V-Typ H* ATPase und der akzessorischen S1-
Untereinheit der lysosomale pH-Wert nicht veréndert (Schmidtke et al. 2019).

Im Allgemeinen stellen proteomische Analyse-Methoden wie die Markierung von kultivierten Zellen
durch Isotope mit unterschiedlichen Massen (SILAC) in Kombination mit magnetischer Aufreinigung
von Lysosomen und massenspektrometrischer Identifizierung ein leistungsfahiges Werkzeug dar, um
guantitative Veranderungen des Lysosom-spezifischen Proteoms in Zellmodellen von Erkrankungen
oder unter besonderen physiologischen Situationen (z. B. Hungern, Stimulation mit Wachstumsfaktoren,
Inhibition wichtiger Signalmolekiile etc.) zu messen (Thelen et al. 2017). Die hohe Empfindlichkeit der
massenspektrometrischen Detektion fiihrte zur ldentifizierung einer hohen Anzahl nicht-lysosomaler
Proteine, die entweder aufgrund der Kontamination der lysosomalen Fraktionen durch andere Organellen
(Organell-Organell-Wechselwirkungen) oder zytosolische Kompartimente oder durch nicht-residente
lysosomale Proteine, die durch Endozytose, Phagozytose oder Makro-Autophagie zu den Lysosomen
gelangen, verursacht wurden (Schroder et al. 2010). Das Verstandnis von Lysosomen als Organellen mit
ausschlieBlich degradativen Funktionen hat sich in den letzten 10 Jahren stark verandert (Ballabio und
Bonifacino 2020). Es wurde gezeigt, dass Lysosomen-vermittelte Signalkaskaden und
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Transkriptionsprogramme eine wichtige Bedeutung bei vielen zelluléren Prozessen wie der Autophagie,
der Regulation von Transkriptionsfaktoren, der Energiehomoostase (Wechsel zwischen Anabolismus
und Katabolismus) und des Energiestoffwechsels besitzen. Ferner stehen Lysosomen (ber
Membrankontakte mit anderen Organellen (ER, Peroxisomen, und Mitochondrien) und
Zellkompartimenten (Plasmamembran) im Austausch (Prinz et al. 2020). Intakte Zellfunktionen sind
abhangig von einem funktionierenden lysosomalen Metabolismus, der an das zytosolische und nukledre
Signalsystem gekoppelt ist (Marques und Saftig 2019). Aus diesem Aspekt heraus kénnen zahlreiche
nicht-lysosomale Proteine, die durch die MS-Analysen identifiziert und in dieser Arbeit nicht genauer
ausgewertet worden sind, moéglicherweise auf funktioneller Ebene mit CLN7 verknipft sein und

bedirfen einer ndheren Untersuchung.

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass die Defizienz des putativen CIn7-Membrantransporters zur
Depletion multipler 16slicher lysosomaler Proteine fiihrt, die mdglicherweise zu Stérungen der

lysosomalen Biogenese und Funktion bei der CLN7-Erkrankung beitragt.

5.1.1 Depletion von CIn5 in CIn7 ko Lysosomen

Fur die nachfolgenden Analysen wurden dysregulierte lysosomale Proteine ausgewdhlt, die i) eine stark
verminderte Konzentration in CIn7 ko Lysosomen und ii) einen mdglichen direkten oder indirekten
Bezug zu anderen NCL-Erkrankungen hatten. Mutationen im CLN5-Gen fuhren zur CLN5-Erkrankung
mit spat-infantilem Phénotyp, deren Klinische Symptomatik und Krankheitsverlauf der CLN7-
Erkrankung sehr ahnlich ist (Mole et al. 2011). Die klinische Symptomatik und die biochemische
Speicherung von autofluoreszierenden Ceroid-Lipofuscin-Pigmenten im zentralen Nervensystem und
peripheren Geweben sind vergleichbar mit anderen spat-infantilen NCLs (Kopra et al. 2004). Es wurden
folglich Biosynthese, Expression, intrazelluldre Sortierung und proteolytische Prozessierung von CIn5
in CIn7 ko MEFs analysiert. Die proteomischen Analysen ergaben, dass das l6sliche Cln5-Protein in
CIn7 ko Lysosomen im Vergleich zu WT Lysosomen 0,58-fach vermindert war (Abb. 4, Tabelle 3). Die
Validierung der proteomischen Studien durch Immunoblot-Analysen ergab, dass die Depletion von CIn5
in Abwesenheit von CIn7 nicht nur zell- und gewebstypspezifisch, sondern auch Spezies-unabhangig
war. Die verminderte CIn5-Konzentration wurde in murinen CIn7 ko Fibroblasten bestatigt (Abb. 5) und
auch in priméren CIn7 ko Makrophagen, Gehirnlysaten von CIn7 ko Méusen und in humanen CLN7 ko
HAP1 Zellen gezeigt (Abb. 8, Danyukova et al. 2018). Reduzierte CIn5-Mengen wurden auch in

immortalisierten zerebellaren CIn7 ko Neuronen gefunden (von Kleist et al. 2019).

Mogliche Griinde fur eine verminderte Cln5-Konzentration in CIn7 ko Lysosomen kénnten eine
geringere mMRNA- oder Proteinexpression, veranderte posttranslationale Modifizierungen, ein gestorter
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intrazellulérer Transport mit moglicher Fehlsortierung ins Medium und eine verminderte Halbwertszeit
von CIn5 durch gesteigerten proteasomalen oder lysosomalen Proteinabbau sein. Quantitative real-time
PCR Analysen zeigten keine Veranderungen der CIn5 mRNA-Expression in CIn7 ko MEFs im Vergleich
zu WT MEFs, so dass eine verminderte CIn5 mRNA-Transkription als Grund flr verminderte CIn5-
Proteinmengen nicht wahrscheinlich ist (Abb. 6). Die Quantifizierung der intrazellularen und
sezernierten CIn5-Fraktionen in den Immunoblot-Analysen zeigte keine Fehlsortierung von CIn5 in
kultivierten CIn7 ko MEFs ins Medium (Abb.9, Danyukova et al. 2018). Die proteolytische
Prozessierung des ClIn5-Vorlauferproteins zum reifen CIn5-Protein war in CIn7 ko Lysosomen nicht
veréndert (Abb. 5 und 9). Beide Befunde zeigen, dass der intrazelluldre Transport von CIn5 in
Abwesenheit von funktionellem CIn7 nicht gestort war. In Uberstimmung mit den Daten konnten von
Kleist und Mitarbeiter zeigen, dass der pH-Wert in einer zerebellaren CIn7 ko Zelllinie im Vergleich zu
WT Zellen nicht verdndert war (von Kleist et al. 2019). Expressionsanalysen in Anwesenheit
verschiedener Protease-Inhibitoren zeigten jedoch, dass ein verstirkter Cysteinprotease-vermittelter
Abbau zur verminderten CIn5-Konzentration in CIn7 ko Lysosomen beitragt (Abb.10). Mdgliche Griinde
fir einen verstarkten Abbau von CIn5 in CiIn7 ko Lysosomen konnten eine direkte CIn5-CIn7-
Interaktion, eine indirekte, Uber ein weiteres lysosomales Protein vermittelte CIn5-ClIn7-Interaktion oder

eine Veranderung der lysosomalen Membranstruktur durch CIn7-Defizienz sein.

Es bleibt unklar, ob die verminderte Cln5-Konzentration in CIn7 ko Lysosomen auch zur Verminderung
der CIn5-Aktivitat fuhrt. CIn5 soll zundchst als Typ Il Membranprotein im ER synthetisiert und
anschlielend durch die Signal-Peptidase-Typ 3 (SPPL3) in die reife l6sliche Form prozessiert werden
(Jules et al. 2017). Die Funktion des hoch N-glykosylierten loslichen CLN5 Proteins ist unbekannt und
es stehen bisher keine enzymatischen Tests zur Bestimmung der CLN5-Aktivitdt zur Verfligung
(Kollmann et al. 2013). In einer kiirzlich publizierten Arbeit wurde postuliert, dass CIn5 in Dictyostelium
discoideum, einer Gattung der zellularen Schleimpilze, und in Homo sapiens mdglicherweise eine
Glykosid-Hydrolase ist. CIn5 soll die Expression von Glutamat-Decarboxylase (Gadl), einem Enzym,
das an der Synthese des Neurotransmitters y-Aminobutterséure beteiligt ist, in vitro beeinflussen (Huber
und Mathavarajah 2018; Singh et al. 2019). Es wurde vorgeschlagen, dass CIn5 fiir die Rekrutierung von
Retromer-Untereinheiten in endosomalen Kompartimenten und fiir den Transport zwischen Endosomen
und dem TGN wichtig ist (Mamo et al. 2012). Der dhnliche klinische Verlauf von Patienten mit CLN5-
und CLN7-Gendefekten in Kombination mit der beobachteten Depletion von CIn5 in CIn7 ko Zellen und
Geweben lasst vermuten, dass beide Proteine moglicherweise fiir gemeinsame Stoffwechsel- oder
Signalwege wichtig sein kodnnten. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und publizierte
Wechselwirkungen von CLN5 mit weiteren NCL-Proteinen wie PPT1, TPP1, CLN3, CLN6 und CLN8
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in vitro unterstreichen die wichtige Funktion von CLN5 im NCL-Netzwerk (Lyly et al. 2009; Vesa et al.
2002).

Zusammenfassend zeigten die quantitativen Proteom-Analysen, dass die Depletion von CIn5 in CIn7 ko
MEFs durch verstarkten Cysteinprotease-vermittelten Abbau in Lysosomen, nicht jedoch durch
veranderte mRNA-Transkription, Protein-Biosynthese, Sortierung und proteolytische Prozessierung von
ClIn5 begriindet waren.

5.1.2 Phanotypische Gemeinsamkeiten der CLN7-Erkrankung mit anderen NCL-
Erkrankungen

Durch die quantitativen Proteom-Analysen von WT und CIn7 ko MEFs wurden verminderte Pptl, Npc2,
CIn5 und Dpp7-Konzentrationen in CIn7 ko Lysosomen detektiert und anschlieBend durch Immunoblot-
Analysen bestétigt (Abb. 4 und 5). Die verminderten Pptl- und CIn5-Konzentrationen resultierten nicht
aus einer geringeren Pptl- und CIn5-mRNA-Expression (Abb. 6). Defekte im CLN1-Gen, welches fur
PPT1 kodiert, fuhren zur CLN1-Erkrankung (Mole et al. 2011). Aufgrund der verminderten, aber nicht
komplett defizitaren Expression von Pptl und CIn5 ist es nicht wahrscheinlich, dass die CLN7-
Erkrankung durch Verlust der Pptl- oder CIn5-Aktivitaten resultiert. Es ist jedoch moglich, dass der
kombinierte Mangel beider Proteine (Abb. 4) zu lysosomaler Dysfunktion und zur Pathogenese der
CLNT7-Erkrankung beitragt. Koprézipitationsanalysen zeigten, dass CIn5 und Pptl in vitro interagieren
(Lyly et al. 2009). Es ist daher mdglich, dass durch die Defizienz eines der beiden Proteine die Stabilitat
und Halbwertszeit des interagierenden Proteins in Lysosomen vermindert wird. Es liegen jedoch keine
experimentellen Daten vor, ob die CIn5-Konzentrationen in CInl ko-Zellen oder die Cinl-
Konzentrationen in CIn5 ko Zellen vermindert sind. In den Gehirnen von CiInl ko- und CIn5 ko-
Mausmodellen wurden Verénderungen im Lipid und Cholesterinstoffwechsel gezeigt (Ahtiainen et al.
2007; Schmiedt et al. 2012). Cholesterin ist ein wichtiger Baustein fur die Zellmembran und
Ausgangssubstanz flir die Synthese von Steroidhormonen, Gallensalzen, Vitamin D und Liganden fir
Transkriptionsfaktoren. Es ware moglich, dass die CIn7-Defizienz aufgrund der kombinierten Depletion
von Pptl und CIn5 zu einem gestdrten Abbau und/oder Transport von Lipiden und Cholesterin in
Lysosomen fihrt. Fir den Transport von nicht-esterifiziertem Cholesterol durch die lysosomale
Membran sind neben dem NPC1-Membranprotein auch das losliche NPC2 Protein wichtig, das in
CIn7 ko Lysosomen vermindert war (Danyukova et al. 2018; McCauliff et al. 2019). In zukiinftigen
Arbeiten misste daher untersucht werden, ob Cholesterin oder andere Lipidklassen, wie
Glykosphingolipide und Ceramide, in CIn7 ko Lysosomen aus Primarzellen oder dem Gehirn

akkumulieren.
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Mit der Etablierung einer zerebelldaren CIn7 ko-Zelllinie auf Basis von Koérnerzellen aus dem Stratum
granulosum des Cerebelluns von CIn 7 ko Méusen steht nun ein zellbasiertes Modell zur Verfiigung,
das im Vergleich zu den CIn7 ko MEFs besser geeignet ist, ein Verstandnis der Funktion von CLN7 und
der molekularen Veranderungen in Lysosomen bei CLN7-Verlust zu gewinnen (von Kleist et al. 2019).
Die zerebellare CIn7 ko Zelllinie aus dem Mausmodell ist insbesondere geeignet, da die CLN7-
Expression beim Menschen in zerebellaren Kdrnerzellen hoch ist und der Verlust von Neuronen bei
CLNT7-Patienten in der granuléren Schicht am stérksten ist (Brandenstein et al. 2016; Damme et al. 2014;
Mole et al. 2011; Sharifi et al. 2010). Aus diesem Aspekt ware es sicherlich interessant, die in der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrte quantitative proteomische Studie mit der neuronalen CIn7 ko

Zelllinie zu wiederholen.

5.2 Analyse primarer CIn7 ko Makrophagen

Aufgrund der erhéhten Cathepsin S (Ctss)-Konzentration in CIn7 ko Lysosomen aus MEFs wurden
nachfolgend primére CIn7 ko Makrophagen analysiert, die Ctss hoch exprimieren und wegen ihrer
phagozytierenden Eigenschaften ein aktives lysosomales Kompartiment besitzen (Gao et al. 2017). Ctss
war das einzige l6sliche, lysosomale Protein, das in den quantitativen Proteomanalysen in CIn7 ko
Lysosomen signifikant im Vergleich zu WT Lysosomen erhéht war (13,43 + 6,75, Abb. 4). Die hohe
Standardabweichung ist mdglicherweise auf die niedrige Expression von Ctss in den MEFs
zurlickzufihren. Ctss wird nicht ubiquitar, sondern zelltypspezifisch in Makrophagen, Antigen-
prasentierenden Zellen und im Gehirn in Mikrogliazellen exprimiert (Pislar und Kos 2014; Wilkinson et
al. 2015). Ctss ist die Hauptprotease fur die Spaltung von CD74 (Riese et al. 1996).

Zur Validierung der erhohten Ctss-Expression wurden neben den CIn7 ko MEFs auch primére CIn7 ko
Makrophagen untersucht. Die primaren Makrophagen wurden aus dem Knochenmark von Cin 7 ko
M@usen isoliert. In kultivierten priméren CIn7 ko Makrophagen war die Ctss-Expression 2,5-fach im
Vergleich zu WT Zellen erhoht (Abb. 13A). Ctss wird im Maushirn vermehrt von Mikrogliazellen bei
Alterung und neuroinflammatorischen Prozessen (Wendt et al. 2008) und von Makrophagen und
Mikroglia nach Stimulation durch inflammatorische Mediatoren sezerniert (Liuzzo et al. 1999). In einem
Mausmodell der NPC1-Erkrankung wurden im Gehirn und in kultivierten Mikrogliazellen eine erhohte
Ctss-Expression detektiert (Seo et al. 2016). Im Cerebrum von Morbus Alzheimer Patienten war die
Ctss-mRNA-Expression in betroffenen Hirnregionen erhdht (Lemere et al. 1995). Aufgrund der
Aktivierung von Mikroglia ist es wahrscheinlich, dass Ctss auch in CIn7 ko Maushirnen ab dem 5.
Lebensmonat erhoht ist (Brandenstein et al., 2016). In weiterfihrenden Untersuchungen misste geklart

werden, ob und ab welchem Alter die Ctss-Expression in CIn7 ko Gehirnen erhéht ist und ob ein
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moglicher Ctss-Anstieg durch neuroinflammatorische Prozesse und Aktivierung von Mikroglia-Zellen

verursacht wird.

Es ist moglich, dass Ctss kompensatorisch aufgrund der gesteigerten Konzentration von Ctss-Substraten
vermehrt exprimiert wird. Neben der Ctss-Expression wurde auch die Expression eines der
Hauptsubstrate von Ctss, dem CD74 (invariante Kette) tberprift (Abb. 13A). In den Extrakten aus
CIn7 ko Makrophagen wurden neben erhdhten Konzentrationen der nicht-gespaltenen 33 kDa CD74-
Hauptbande eine zusétzliche 10-12 kDa Doppelbande detektiert, die in WT Makrophagen nicht
detektiert wurde (Abb. 13A). Die 10-12 kDa CD74-Doppelbande ist vermutlich das N-terminale
membranstandige CD74-Fragment (NTF, 82 Aminosduren), das aus dem sequentiellen proteolytischen
Abbau der luminalen CD74-Domane in endosomalen Kompartimenten durch Ctss und andere
Cathepsine  hervorgeht (Schroder 2016). Das CD74-NTF wird in Lysosomen durch
Intramembranproteolyse durch die Signal Peptid Peptidase like 2A (SPPL2a) in ein intrazelluldres
Fragment (ICD) und eine luminales Fragment gespalten (Schneppenheim et al. 2013). Aufgrund der
Akkumulation des 10-12 kDa CD74-NTF in CIn7 ko Lysosomen ist es mdglich, dass die Aktivitat der
SPPL2a in CIn7 ko Makrophagen gehemmt ist. Nach Ausschaltung des SPPL2a-Gens in Mausen
akkumulierte das 10 kDa CD74-NTF in IgM-positiven B-Zellen (Schneppenheim et al. 2013). Die
Uberexpression einer inaktiven SPPL2a-D416A Mutante in HEK293-Zellen erhohte die Konzentration
des CD74-NTF (Schneppenheim et al. 2013). In weiterfiihrenden Analysen misste untersucht werden,
ob die Aktivitat der SPPL2a in CIn7 ko Makrophagen reduziert ist. Alternativ wére es maglich, dass die
erhohten CD74-Mengen bei unverénderter SPPL2a Aktivitat zu einem Anstieg des CD74-NTF flhren.
Da keine weiteren CD74-Abbaufragmente zu detektieren waren und die Expression von Ctsb, Ctsl und
Ctsz nicht verandert war (Abb. 14A und B), ist ein gehemmter proteolytischer Abbau der luminalen
CD74-Doméne durch Cathepsine in CIn7 ko Makrophagen auszuschliel3en.

CtsS ist die einzige Protease, die auch bei neutralem pH-Wert aktiv ist und multiple intra- als auch
extrazellulare Funktionen besitzt (Chapman et al. 1997). Im Gegensatz zu anderen lysosomalen
Cathepsinen spaltet CtsS neben intrazellularen Proteinen auch multiple extrazellulare Substrate, wie z. B.
den sekretorischen Leukozyten Protease Inhibitor (SLPI) und Glykosaminoglykane der
Extrazellularmatrix, wie Laminin, Elastin, Osteocalcin, Collagen, Chondroitinsulfat und He-paransulfat
(Abb. 22).

Zur Analyse der Expression von Ctss-Substraten in CIn7 ko Makrophagen wurde die mRNA-Expression

der intrazellularen Substrate CD74 und dem junktionalen- Adhasionsmolekil-B (JAM-B) sowie dem
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extrazellularen Substrat 16slicher, extrazellularer sekretorischer Leukozytenprotease-Inhibitor (SLPI),
quantifiziert (Abb. 13B).

Collagen Elastin

&

E-Cadherin

Intracellular

Extracellular @ Cathepsin S

Abbildung 22: Schematische Darstellung der Lokalisation und Funktion bekannter Cathepsin S-
Substrate Cathepsin S ist sowohl intrazellular in Lysosomen als auch nach Sekretion im
Extrazellularraum lokalisiert. Zahlreiche intra- und extrazelluldare Ctss-Substrate sind bekannt: CD74,
Chaperon von MHCII-Komplexen, Protease-aktivierter-Rezeptor-2 (PAR-2), beteiligt an der Schmerz-
Modulierung, E-Cadherin, ein intrazelluldres Adhé&sionsprotein, Sekretorischer-Leukozyten-Protease-
Inhibitor (SLPI), der eine zentrale Rolle beim Abbau von Elastin in der Lunge spielt, das Junktionale-
Adhasionsmolekiil-B (JAM-B) und Proteine der Extrazellularmatrix, wie Kollagen und Elastin (aus
Wilkinson et al. 2015).

Die quantitativen real-time PCR Analysen zeigten eine 2,9-fach héhere Slpi mRNA-Expression in
CIn7 ko Makrophagen im Vergleich zu WT-Makrophagen (Abb. 13B). Die Cd74 und JAM-B mRNA-
Expression waren in CIn7 ko Makrophagen im Vergleich zu Kontrollzellen nicht signifikant veréndert
(Abb. 13B). Die Ergebnisse der quantitativen mRNA Analysen missten durch Immunblot-
Untersuchungen erganzt werden, um die Expression von SLPI und JAM-B auf Proteinebene zu
Uberprifen. SLPI wird von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten sezerniert und besitzt
antibakterielle, antivirale und antiinflammatorische Eigenschaften (Doumas et al. 2005). Die Inkubation
von peritonealen murinen Makrophagen mit apoptotischen Zellen fiihrt zur gesteigerten Sekretion von
SLPI (Odaka et al. 2003). Die Ursache fur die gesteigerte Slpi-mRNA-Expression in CIn7 ko
Makrophagen ist jedoch unklar. Mégliche Griinde kdnnten eine erhdhte Apoptose von CIn7 ko Zellen

oder eine gesteigerte Aktivierung der Makrophagen sein. Die phagozytierenden Eigenschaften und
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funktionellen Ahnlichkeiten zwischen Makrophagen und Mikroglia lassen vermuten, dass die in CIn7 ko
Makrophagen gefundenen Verdnderungen des lysosomalen Proteoms auch in CIn7 ko Mikrogliazellen
existieren. Es wurde gezeigt, dass aktivierte Mikroglia aufgrund der Phagozytose absterbender Neurone
im Gehirn am Anfang neuroprotektiv wirken (Li und Barres 2018). Eine Aktivierung des lysosomalen
Kompartiments in Mikroglia von CIn7 ko Gehirnen wurde durch erhdhte Expression von Ctsz gezeigt
(Brandenstein et al., 2016). Die Daten der kultivierten primaren CIn7 ko Makrophagen lassen vermuten,
dass der CIn7-Gendefekt allein schon zur Aktivierung des lysosomalen Kompartiments fiihrt. Ob eine
Aktivierung von Mikrogliazellen auch in Abwesenheit geschédigter und absterbender Neurone erfolgt,
musste durch biochemische und zellbiologische Analyse von kultivierten WT und Cin7 ko
Mikrogliazellen Uberprift werden.

Zur Analyse, ob die CIn7-Defizienz in priméaren kultivierten Makrophagen zu lysosomaler Dysfunktion
und zur Akkumulation von Speichermaterial fiihrt, wurden Immunoblot-Analysen mit Antikdrpern
gegen die Hauptproteinkomponenten des Speichermaterials, SCMAS und Saposin D, durchgefihrt.
SCMAS st aufgrund seiner hohen Hydrophobizitdt unter pathologischen Bedingungen resistent
gegenliber dem proteolytischen Abbau in lysosomalen Kompartimenten (Palmer et al. 1992). Die
Immunoblot-Analysen zeigten, dass die Expression von Prosaposin nicht erhéht war und Saposin D in
CIn7 ko Makrophagen nicht gespeichert wurde (Abb. 15A). Die starke Akkumulation von SCMAS in
Detergenz-unloslichen Fraktionen aus CIn7 ko Makrophagen zeigte, dass die CIn7-Defizienz zu
lysosomaler Dysfunktion und nachfolgender Speicherung hydrophober Substrate, wie SCMAS, fiihrt
(Abb. 15B). Im Gegensatz zu diesem Befund wurde keine Speicherung von SCMAS in CIn7 ko MEFs
(Danyukova et al. 2018) oder einer zerebellaren CIn7 ko Zelllinie (von Kleist et al. 2019) detektiert. Die
Unterschiede zwischen den biochemischen Phénotypen in Gehirnen der CIn7 ko Mause und den
kultivierten CIn7 ko Zellen lassen vermuten, dass die lysosomale Dysfunktion durch die CIn7-Defizienz
mild ist und nur in bestimmten Zelltypen nach fortschreitender Speicherung nicht-abbaubarer
Makromolekiile in Lysosomen oder im Gehirn bei Alterungsprozessen manifest wird. Unterschiede
zwischen den pathologischen Ph&notypen der Mausmodelle und deren abgeleiteter Priméarzellen wurden
auch fur die CIC7-Defizienz beschrieben (Kasper et al. 2005). Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse,
dass primére CIn7 ko Makrophagen und abgeleitet primére CIn7 ko Mikrogliazellen als ein geeignetes

Modell zum Studium lysosomaler Dysfunktion in der Zukunft bei der CLN7-Erkrankung dienen kénnen.

89



5.2.1 Bedeutung von Cathepsinen bei neuroinflammatorischen Prozessen bei der
CLN7-Erkrankung

Die grofRe Bedeutung des proteolytischen Proteinabbaus in Lysosomen wird durch die Existenz multipler
Cathepsine und durch lysosomale Speichererkrankungen, die durch Cathepsin-Defekte in Menschen
(CLN10 = CTSD-Defizienz, CLN13 = CTSF-Defizienz) und bei Mausmodellen (ko-Modelle von CtsD,
CtsF, CtsB/CtsL) verursacht werden, deutlich (Stoka et al. 2016). Die quantitativen Analysen des
lysosomalen Proteoms in kultivierten CIn7 ko MEFs zeigten, dass die Expression der lysosomalen
Cathepsine CtsC, CtsL, CtsB, CtsA und CtsZ nicht signifikant verandert war (Abb. 4). CtsD war die
einzige Protease, die in CIn7 ko Lysosomen vermindert war. In kultivierten CIn7 ko Makrophagen war
die Expression der analysierten Cathepsine B, L und Z auf mRNA- und Protein-Ebene im Vergleich zu
WT Zellen nicht verandert (Abb. 14). Die CtsD-Proteinkonzentration war in CIn7 ko Makrophagen im
Vergleich zu WT Makrophagen vermindert (Abb. 14). Es ist moglich, dass eine verminderte Expression
und enzymatische Aktivitdt von CtsD in CIn7 ko Makrophagen zu lysosomaler Speicherung und
Dysfunktion beitragt. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese wurde in knockout SH-SY5Y-Zellen
des lysosomalen Membranproteins ATP13A2 (CLN12) eine verminderte CtsD-Aktivitat und eine
Akkumulation von Speichermaterial mit Fingerabdruck-Strukturen beschrieben (Matsui et al. 2013). Im
Gehirn von 5 Monate CIn7 ko Mausen wurde hingegen eine erhdhte Expression von CtsB, CtsD und
CtsZ im Vergleich zu WT-Gehirnen gezeigt (Brandenstein et al. 2016). Durch quantitative mRNA- und
Immunoblot-Analysen wurde demonstriert, dass eine transkriptionelle Aktivierung der mRNA-
Expression zur erhdhten CtsB, CtsD und CtsZ-Expression auf Proteinebene in Gehirnen der CIn7 ko
Mause beitragt (Brandenstein et al. 2016). Die Expression der analysierten Cathepsine stieg bis zum
finalen Stadium der CLN7-Erkrankung bei Mausen an. Die Diskrepanz in den Cts-Expressionsmustern
zwischen in kultivierten CIn7 ko Zellen (MEFs und Makrophagen) und CIn7 ko Maushirnen zeigt, dass
kultivierte CIn7 ko Zellen nur eingeschrankt als Modell fir die chronisch fortschreitende,
neurodegenerative CLN7-Erkrankung verwendbar sind. Das CIn7 ko Maushirn ist aufgrund krankheits-
und altersbedingter Veranderungen und der Existenz multipler neuronaler Zelltypen (Neurone,
Mikroglia, Astrozyten) wesentlich komplexer als Primdrzellen. Wahrscheinliche Ursache fir die
erhéhten Cathepsin-Mengen in CIn7 ko Maushirnen ist die ab dem 5. Lebensmonat beginnende
Neuroinflammation (Brandenstein et al. 2016). Es wurde gezeigt, dass aktivierte Mikrogliazellen der
Zelltyp mit der hdchsten Expression multipler Cathepsine sind (von Bernhardi et al. 2015). Ferner tritt
in vivo eine Alterung der Neurone und Gliazellen ein, die bei der Kultivierung priméarer Zellen aufgrund
von Zellteilungen nicht stattfindet. Es wurde gezeigt, dass die Expression der Cathepsine bei

Alterungsprozessen und verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen, u.a. Morbus Alzheimer
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ansteigt (Stoka et al. 2016). Erhohte CtsB- und CtsD-Konzentrationen wurden im Gehirn von
Mausmodellen der NPC1-Erkrankung (Amritraj et al. 2009), der GM1 Gangliosidose, der Gaucher-,
Sandhoff- und Niemann-Pick Typ A-Erkrankungen gezeigt (Vitner et al. 2010). Eine Steigerung der
Expression, proteolytischen Reifung und enzymatischen Aktivitdt von CtsD, CtsB und CtsL wurde in
MEFs und Gehirnen élterer Progranulin-knockout Méause, einem Modell der CLN11-Erkrankung,
gefunden (Gotzl et al. 2018). Ferner wurden erhéhte CTSD mRNA-Konzentrationen im Gehirn von
Morbus Alzheimer Patienten detektiert (Cataldo et al. 1995).

Obwohl die lysosomale Speicherung bei allen NCLs hauptsachlich in den Neuronen zu detektieren ist,
ist es wahrscheinlich, dass die Gendefekte auch die Funktionen von Gliazellen, u. a. Mikroglia und
Astrozyten, veréandern. In Gehirnen von CLN7-Patienten post mortem wurden neben einer Astrozytose
auch eine generalisierte Mikroglia-Aktivierung festgestellt (Sharifi et al. 2010). Ferner wurde eine
progredient fortschreitende Mikrogliose und Astrozytose in Gehirnen von CIn7 ko Mé&usen beginnend
ab dem 5. Lebensmonat gezeigt (Brandenstein et al., 2016). In Schaf- und Mausmodellen fiir multiple
NCL-Erkrankungen waren die Mikrogliose und Astrozytose in Hirnregionen mit nachfolgendem
Neuronenverlust am stérksten (Cooper et al. 2015). Es ist daher moglich, dass die Aktivierung von

Mikroglia und Astrozyten durch die Schadigung von Neuronen induziert wird.

Veranderungen des Immunsystems wurden bei vielen neurodegenerativen LSDs beschrieben. So findet
man zahlreiche Berichte Uber das Vorliegen von dysfunktionalen Immunzellen oder
Autoimmunerkrankungen bei Morbus Gaucher, Morbus Niemann-Pick und Mukopolysaccharidose
Typ 1 (Liu et al. 2012; Rahman et al. 1998; Speak et al. 2014). Die Présenz von Autoantikdrpern gegen
hirnspezifische Proteine in den Seren von CLN3-Patienten und eines CIn3 ko-Mausmodells weisen auf
die Immunkomponente in der Pathogenese der CLN3-Erkrankung hin (Seehafer et al. 2011).
Interessanterweise fiihrte eine Immunsuppression mit Mycophenolatmofetil, einem Wirkstoff, der bei
neurologischen Autoimmunerkrankungen als off-label Therapeutikum eingesetzt wird, in CIn3 ko
M@ausen zu einer Verringerung von Serum-Autoantikdrpern, der Abschwéchung der Neuroinflammation
und der Verbesserung der motorischen Funktionen (Seehafer et al. 2011). Eine kurzfristige
Verabreichung dieses Medikaments (ber wenige Wochen zeigte bei CLN3-Patienten jedoch klinisch
keinen therapeutischen Nutzen (Augustine et al. 2019). In Mausmodellen fiir die CLN1- und CLN3-
Erkrankungen wurde gezeigt, dass die sekundéare Neuroinflammation die Neurodegeneration und den
klinischen Verlauf verschlechterte (Groh et al. 2013; Groh et al. 2016). Die Verpaarung von CLN1- und
CLN3 Mausmodellen mit Lymphozyten- oder Sialoadhesin-defizienten Mdusen zeigte, dass CD8-
positive T-Lymphozyten fiir die Progression der Neurodegeneration und die klinische Verschlechterung

kritisch waren. Ob die Suppression der Immunantwort einen therapeutischen Effekt bei den NCLs erzielt,
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wurde bereits in praklinischen Studien untersucht. Die Behandlung der CLN1- und CLN3-Mausmodelle
mit den Immunsuppressiva Fingolimod und Teriflunomide reduzierte die T-Zellzahlen und die
Mikroglia-Aktivierung im Gehirn der Mause (Groh et al. 2017). Es ist wahrscheinlich, dass die
Neuroinflammation eine wichtige Bedeutung bei dem zugrunde liegenden Pathomechanismus dieser
schwerwiegenden lysosomalen Speichererkrankung besitzt. Trotzdem sind CIn7 ko Immunzellen bis
dato nicht tiefergehend untersucht. Ein besseres Verstandnis der immunologischen Mechanismen, die

der Neuroinflammation zugrunde liegen, kénnte die Entwicklung zielgerichteter Therapien fordern.

5.3 ldentifizierung unbekannter interagierender Proteine des CLN7

Die Identifizierung von neuen Interaktionspartnern stellt neben gquantitativen proteomischen Analysen
einen weiteren Ansatz dar, die Funktion eines Proteins aufzuklaren. Es wird angenommen, dass von
10.000 Proteinen, die von einer Zelle synthetisiert werden, tber 80 % nicht isoliert funktionieren,
sondern in Proteinkomplexen (Berggard et al. 2007).

Trotz der niedrigen Abundanz des CLN7-Proteins fuhrt sein Fehlen zu lysosomaler Dysfunktion mit
vorzeitiger, progressiv fortschreitender Neurodegeneration, was unterstreicht, dass CLN7 im
Lysosomen-Netzwerk eine wichtige funktionelle Bedeutung besitzt. In Hochdurchsatzanalysen unter
Verwendung  der  Affinity-Purification-Mass-Spectrometry-Methode ~ wurden  bisher 64
Interaktionspartner von CLN7 aus verschiedenen Zell-Kompartimenten identifiziert. Bislang fehlen
jedoch experimentelle Daten, die belegen, ob die gefundenen Interaktionen auch eine funktionelle
Bedeutung fiir die Biosynthese, Halbwertszeit, Lokalisation und Funktion von CLN7 besitzen (Huttlin
et al. 2020).

Zur ldentifizierung von Protein-Interaktionspartnern wurde ein Koprézipitationsansatz mit transient
transfizierten, GFP-CLN7-lUbexprimierenden HEK293-Zellen gewéhlt. Die N-terminale Fusionierung
mit GFP ermdglichte die Immunprézipitation von GFP-CLN7 durch kovalent gekoppelte GFP-
Nanobodies (GFP-Trap Beads). Zur Minimierung unspezifischer CLN7-Protein-Interaktionen wurde vor
Lyse der Zellen und GFP-Trap-Prézipitation eine mit Lysosomen und Mitochondrien angereicherte
Membranfraktion prépariert. Koprazipitierte Proteine wurden durch Massenspektrometrie identifiziert
und anschlieRend nach erneuter Préazipitation aus Lysaten GFP-CLN7Y Uberexprimierender HEK293-
Zellen durch Western-Blot validiert (Abb. 19).

Als Kontrollprotein fiir die Koprazipitationsanalysen wurde Sialin ausgewahlt, da es einen niedrig
exprimierten lysosomalen Membrantransporter darstellt, der sich gut in HEK293 Zellen exprimieren und
durch GFP-Trap Beads effektiv aufreinigen lasst (Abb. 17). Das SLC17A5-Gen kodiert fir den polytopen
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lysosomalen Transporter Sialin (Tabelle 1), der Sequenzhomologien zu CLN7 besitzt und N-
Acetylneuraminsaure aus dem Lysosom ins Zytosol exportiert (Morin et al. 2004; Verheijen et al. 1999).
SLC17A5 Gendefekte fiihren zur autosomal-rezessiv vererbbaren, neurodegenerativen Salla-Krankheit
(MIM# 604369), die durch mentale Retardierung, Hypotonie, zerebelldre Ataxie und Ausscheidung von
Sialinsdure im Urin charakterisiert ist (Stevenson et al. 1983). Es wurden Patienten mit der schwer
verlaufenden infantilen Form und einer milder verlaufenden adulten Form der Salla Erkrankung
beschrieben (Huizing und Gahl 2020).

Zusammenfassend war Rab7 das einzige mit lysosomalen Membranen assoziierte Protein, welches durch
die Koprazipitationsexperimente als CLN7-Interaktionspartner identifiziert und durch Immunoblot-
Analysen bestatigt wurde. Da nicht fur alle identifizierten interagierenden Proteine kommerzielle
Antikdrper verfugbar waren, konnten nur flr einen kleinen Teil der CLN7-Interaktionspartner Kontroll-
Koprazipitationsexperimente mit anschliessender Detektion durch Immunblot-Analysen durchgefiihrt
werden. Rab-Proteine gehéren zur Superfamilie der Ras-ahnlichen, monomeren GTPasen und exisitieren
als molekulare Schalter in aktiven GTP-gebundenen und inaktiven GDP-gebundenen Konformationen
(Zerial und McBride 2001). Die ca. 60 verschiedenen, beim Menschen bekannten Rab-Proteine sind
intrazellulér in verschiedenen Organellen und Membrankompartimenten lokalisiert und sind wichtig fur
die Vesikel-Bildung, den Transport von Vesikeln/Organellen und die Anheftung von Vesikeln an die
Zielmembranen (Stenmark 2009). Aufgrund der wichtigen Funktionen der Rab-Proteine beim
zielgerichteten vesikuldren Transport besitzen sie eine Bedeutung bei Prozessen wie der Endozytose,
Exozytose und Autophagie (Agola et al. 2011; Chua et al. 2011). Rab7 z&hlt zu den am besten
charakterisierten Rab-Proteinen und ist an unterschiedlichen zelluldren Vorgéngen beteiligt. Als
endosomaler Marker kontrolliert es die Reifung von frihen Endosomen in spate Endosomen, den
Transport von spaten Endosomen zu Lysosomen, die Biogenese von Lysosomen und die Clusterbildung

und Fusion von spaten Endosomen und Lysosomen (Stroupe 2018).

Besonders hervorzuheben ist im Kontext mit der Thematik der vorliegenden Arbeit die grundlegende
Beteiligung von Rab7 an neuronalen Prozessen wie dem axonalen Transport in Motorneuronen oder dem
Wachstum von Neuriten (Deinhardt et al. 2006; Saxena et al. 2005). Die Bedeutung von Rab7 fir
neuronale Funktionen wird auch durch Patienten mit Mutationen im RAB7-Gen unterstrichen, die zur
autosomal dominant vererbbaren Morbus Charcot-Marie-Tooth Typ 2B Erkrankung, einer Form der
peripheren motorisch-sensorischen Neuropathie, filhren (Bucci und De Luca 2012). Obwohl Rab7 ein
ubiquitdr exprimiertes Protein ist, sind weitere Erkrankungen im Zusammenhang mit RAB7-Gen-
Mutationen bisher nicht bekannt. Kirzlich wurde gezeigt, dass Kontakte zwischen Lysosomen und
Mitochondrien durch aktives GTP-gebundenes Rab7 gefoérdert werden (Wong et al. 2018).
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Die funktionelle Bedeutung der CLN7-Rab7 Interaktion misste durch Bestimmung der Lokalisation,
Halbwertszeit und intrazellularer Sortierung von CLN7 in Rab7-herunterregulierten oder -knockout
Zellen untersucht werden. Ferner musste die CLN7-Rab7 Interaktion in einer neuronalen Zelllinie mit
endogenem CLN?7 bestatigt werden. Aufgrund der Assoziation von GTP-gebundenem, aktivem Rab7
mit der AulRenseite der lysosomalen Membran, wére eine direkte CLN7-Rab7 Interaktion nur mit den
zum Zytosol projizierten Doménen, also den N- und C-terminalen Doménen oder den zytosolischen
Schleifen von CLN7, mdglich (Abb. 3, Bucci et al. 2000). Die CLN7-Rab7 Interaktion misste auch
durch Ko-Lokalisationsstudien in der Immunfluoreszenz und durch Bioluminescence Resonance Energy
Transfer (BRET)-Experimente verifiziert werden. Fur diese in vitro-Experimente wére sicherlich auch
die kirzlich etablierte zerebellare CIn7 ko Zelllinie nitzlich (von Kleist et al. 2019).

Neben der in der vorliegenden Arbeit gefundenen CLN7-Rab7 Interaktion wurden auch CLN3-Rab7 und
CLN5-Rab7 Interaktionen in vitro beschrieben (Mamo et al. 2012; Uusi-Rauva et al. 2012). CLN3 ist
ein lysosomales polytopes Membranglykoprotein mit unbekannter Funktion, dessen Defizienz zur
neurodegenerativen CLN3-Erkrankung fiihrt (Mole et al. 2011). Yasa und Kollegen bestatigten die
CLN3-Rab7 Interaktion auch in vivo durch BRET-Experimente und zeigten dartiber hinaus, dass sie flr
die Fusion von Autophagosomen und Lysosomen und den retrograden Transport von Cargo-Rezeptoren
zwischen Endosomen und dem TGN wichtig ist (Yasa et al. 2020). Die Daten bestétigten die funktionelle
Bedeutung der CLN3-Rab7 Interaktion. Durch Koprazipitations-experimente wurde gezeigt, dass CLN5
mit WT Rab7, der dominant-aktiven Rab7 Q67L und der dominant-negativen Rab7 T22N Mutante
interagiert (Mamo et al. 2012).

5.3.1 Intermolekulare Wechselwirkung von CLN7

Wie in den vorherigen Abschnitten erwahnt, ist bisher weder die Funktion noch die Tertiarstruktur von
CLN7 bekannt. Dimere/Oligomere stellen oftmals die korrekt gefaltete, funktionell aktive Konformation
eines Proteins dar. Disulfidbindungen zwischen zwei Cysteinresten sind wichtig bei der Faltung,
Stabilitat und Funktion einiger Proteine (Loffler 1998).

Das humane CLN7 enthélt zwei Cysteinreste in den Positionen 401 und 408, die aufgrund ihrer
Lokalisation in der luminalen Schleife L9 potenziell intramolekulare oder intermolekulare
Disulfidbriicken bilden kénnten (Abb. 20). Expressionsanalysen von WT und einer N-Glykosylierungs-
defizienten CLN7-Mutante (N371Q, N376Q) mit anschlielender Solubilisierung der Proteine unter
nicht-reduzierenden oder reduzierenden Bedingungen zeigten jedoch, dass CLN7 nicht als Dimer oder

Oligomer in Membranen existiert (Abb. 21). Es ist daher unwahrscheinlich, dass die Cysteinreste
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intermolekulare Disulfidbriicken zwischen benachbarten CLN7-Proteinen ausbilden. Nach einzelner
Substitution der Cysteinreste in den Positionen 401 und 408 durch Serin im CLN7 Protein war die
elektrophoretische Mobilitat der mutanten CLN7 C401S und CLN7 C408S Proteine im Vergleich zu
dem WT-Protein nicht verandert (Abb. 21). Ferner waren keine Unterschiede in der Expression der
mutanten CLN7-Proteine und der proteolytischen Spaltung zur 36 kDa CLN7-Form im Lysosom im
Vergleich zum WT-Protein zu detektieren. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass der Einzelaustausch
der Cysteinreste zu keiner Fehlfaltung und zu keiner Retention der mutanten CLN7-Proteine im ER fiihrt.
Aufgrund der Daten ist es wahrscheinlich, dass die Cysteinreste 401 und 408 von humanem CLN7 weder

intramolekular noch intermolekular Disulfidbriicken bilden (Abb. 21).
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6 Zusammenfassung

Die CLN7-Erkrankung ist eine autosomal-rezessiv vererbbare, neurodegenerative lysosomale
Speichererkrankung des Kindesalters, die durch Defekte im CLN7/MFSD8 Gen verursacht wird.
CLN7/MFSD8 kodiert fur das polytope lysosomale Membranprotein CLN7 mit putativer, sekundar
aktiver Transporterfunktion. Die Funktion (en) und Substrate von CLN7 sowie die molekularen
Ursachen von Stérungen der lysosomalen Biogenese/Funktion und der Autophagie sind bisher
unbekannt. Eine CIn7 knockout (CIn7 ko) Maus, die Hauptmerkmale der CLN7-Erkrankung
rekapituliert, und abgeleitete Primérzellen dienten als Modelle fur die experimentellen Analysen.

In der vorliegenden Arbeit wurde durch vergleichende quantitative Proteomanalysen aufgereinigter
Lysosomen aus embryonalen WT und CIn7 ko Mausfibroblasten analysiert, ob die Defizienz des
putativen CLN7-Membrantransporters zu quantitativen Veranderungen loslicher lysosomaler Proteine
und lysosomaler Membranproteine fiihrt. In den quantitativen Proteomanalysen wurden 56 lésliche
lysosomale Proteine und 29 lysosomale Membranproteine isoliert und massenspektrometrisch
identifiziert. Durch anschlieBende Immunoblot-Analysen wurde bestétigt, dass die Konzentrationen von
CIn5, Dpp7, Npc2, Pptl, in CIn7 ko Lysosomen im Vergleich zu WT Lysosomen erniedrigt waren, die
Cregl-Mengen waren in CIn7 ko Lysosomen erhoht. Die Konzentrationen der identifizierten
lysosomalen Membranproteine waren mit Ausnahme einer geringen Depletion der G1- und D-
Untereinheiten der V1-Domane des V-Typ H* ATPase-Komplexes in CIn7 ko Lysosomen im Vergleich
zu WT Lysosomen nicht verandert. Die Depletion von CIn5 in CIn7 ko Lysosomen war nicht durch eine
verminderte CIn5 mRNA- und Protein-Biosynthese, einen Prozessierungsdefekt oder eine erhdhte
Sekretion ins Medium, sondern durch einen erhéhten proteolytischen Abbau durch lysosomale
Cysteinproteasen zu erkldren. Zusammenfassend zeigen die Daten, dass die Defizienz des putativen
Membrantransporters CIn7 zur Depletion multipler Idslicher lysosomaler Proteine fihrte, was
maoglicherweise zu lysosomaler Dysfunktion und progredient fortschreitender Akkumulation von
Speichermaterial in CIn7-Tiermodellen und bei CLN7-Patienten beitréagt.

Expressionsanalysen in priméren kultivierten CIn7 ko Makrophagen zeigten 2,5-fach hohere Ctss-
Konzentrationen im Vergleich zu WT-Kontrollzellen. Bei der Analyse lysosomaler Cathepsine wurden
verminderte CtsD-Mengen bei unverdnderten CtsB-, CtsL- und CtsZ-Konzentrationen in CIn7 ko
Makrophagen gefunden. Eine lysosomale Dysfunktion in primédren CIn7 ko Makrophagen wurde durch
die Speicherung des membranstandigen N-terminalen CD74-Fragments und SCMAS detektiert. Die
Daten zeigen, dass primére CIn7 ko Makrophagen ein geeignetes Zellmodell zur Analyse molekularer
Verdnderungen bei der CLN7-Erkrankung sind. Koprézipitationsexperimente in Verbindung mit

massenspektrometrischer ldentifizierung der Protein-Interaktionspartner in Extrakten von GFP-CLN7
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tberexprimierenden HEK293-Zellen zeigten, dass CLN7 mit der kleinen GTPase Rab7 spezifisch

interagiert.
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7 Summary

CLN?7 disease is an autosomal recessive inherited childhood-onset neurodegenerative lysosomal storage
disease caused by defects in the CLN7/MFSD8 gene. CLN7/MFSD8 encodes the polytopic lysosomal
membrane protein CLN7 with putative secondary active transporter function. The function and substrates
of CLN7 and the connection between CLN7 defects and impaired lysosomal biogenesis, lysosomal
function and autophagy are currently not well understood. A recently generated CIn7 knockout (CIn7 ko)
mouse model which recapitulated key features of CLN7 disease and derived primary cells were used for
the experimental analyses.

In the present work comparative quantitative proteomic analyses of isolated lysosomes from WT and
CIn7 ko mouse embryonic fibroblasts were performed to analyze changes in soluble lysosomal proteins
and lysosomal membrane proteins in the absence of functional CIn7. In the quantitative proteomic studies
56 soluble lysosomal proteins and 29 lysosomal membrane proteins were identified by mass
spectrometry. Immunoblot analyses verified decreased concentrations of CIn5, Npc2, Pptl, Dpp7 and
increased Cregl levels in CIn7 ko lysosomes compared with WT lysosomes. The concentrations of the
identified lysosomal membrane proteins were except a minor depletion of the G1- und D-subunits of the
V1 domain of the v-type H* ATPase-complex not significantly changed in CIn7 ko lysosomes. Depletion
of CIn5 in CIn7 ko lysosomes was not due to decreased CIn5 mRNA- and protein biosynthesis,
processing defects, or increased secretion into the medium, but rather by increased proteolytic
degradation mediated by lysosomal cysteine proteases. In summary, loss of the putative lysosomal
membrane transporter CIn7 led to depletion of multiple soluble lysosomal proteins, which may contribute
to lysosomal dysfunction and the progressive accumulation of storage material in CIn7 animal models

and human CLN?7 patients.

Expression analyses in primary CIn7 ko macrophages showed a 2,5-fold increased Ctss expression
compared with WT macrophages. Analyses of cathepsin concentrations revealed decreased CtsD levels
in CIn7 ko macrophages whereas concentrations of CtsB, CtsL und CtsZ were unchanged in CIn7 ko
macrophages. Lysosomal dysfunction in CIn7 ko macrophages was shown by the accumulation of the
membrane-bound N-terminal CD74 fragment and the presence of storage material containing SCMAS.
The data show that primary CIn7 ko macrophages represent a valid model to analyze molecular changes
in CLN7 disease. Finally, coprecipitation experiments in combination with identification of protein
interaction partners by mass spectrometry in extracts of GFP-CLN7 expressing HEK293 cells revealed
that CLN7 specifically interacts with the small GTPase Rab7.
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8 Massenspektrometrisch identifizierte lysosomale Proteine
Tabelle 3: Losliche lysosomale Proteine
# Uniprot ID Protein Gen Vl\\lllg:iel SD
1 070370 Cathepsin S Ctss 1343 | 6,75
2 P55097 Cathepsin K Ctsk 2,19 1,18
3 Q61207 Prosaposin Psap 1,25 0,22
4 088668 Protein CREG1 Cregl 1,22 0,22
5 Q571E4 N-acetylgalactosamine-6-sulfatase Galns 1,17 0,89
6 P97821 Dipeptidyl peptidase 1 / Cathepsin C Ctsc 1,16 0,69
7 Q6YGZ1 Heparanase Hpse 1,15 0,31
8 P70158 Acid sphingomyelinase-like phosphodiesterase 3a SmpdI3a 1,08 0,16
9 035405 Phospholipase D3 Pld3 1,05 0,31
10 | P17439 Glucosylceramidase Gba 1,05 0,06
11 | P29416 B-Hexosaminidase subunit o Hexa 1,03 0,25
12 | P06797 Cathepsin L Ctsl 0,98 0,21
13 | P50429 Arylsulfatase B Arsh 0,98 0,37
14 | Q05117 Tartrate-resistant acid phosphatase type 5 Acp5 0,97 0,30
15 | Q9D2L1 Arylsulfatase K Arsk 0,97 0,45
16 | 089023 Tripeptidyl-peptidase 1 Tppl 0,96 0,17
17 | P24638 Lysosomal acid phosphatase Acp2 0,95 0,26
18 | QIWV54 Acid ceramidase Asahl 0,95 0,17
19 | Q9Z0M5 Lysosomal acid lipase Lipa 0,93 0,12
20 | P12265 B-Glucuronidase Gusb 0,92 0,34
21 | P28798 Progranulin Grn 0,91 0,29
22 | Q920A5 Retinoid-inducible serine carboxypeptidase Scpepl 0,91 0,17
23 | Q99LJ1 a-L-fucosidase 1 Fucal 0,90 0,38
24 | P16675 Lysosomal protective protein / Cathepsin A Ctsa 0,90 0,08
25 | P56542 Deoxyribonuclease-2-o. Dnase2a 0,88 0,13
26 | P10605 Cathepsin B Ctsh 0,87 0,10
27 | P20060 B-Hexosaminidase subunit 3 Hexb 0,86 0,35
28 | Q9z0L8 y-glutamy! hydrolase Ggh 0,86 0,13
29 | 089017 Legumain Lgmn 0,85 0,18

*k*k
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30 | Q3TCN2 Putative phospholipase B-like 2 Plbd2 0,85 0,12
31 | Q60648 Ganglioside GM2 activator Gm2a 0,84 0,24
32 | Q8K214 B-Mannosidase Manba 0,83 0,13
33 | QowuUU7 Cathepsin Z Ctsz 0,82 0,29
34 | 009159 Lysosomal a-mannosidase Man2b1 0,82 0,22
35 | P51569 o-Galactosidase A Gla 0,81 0,21
36 | P70699 Lysosomal a-glucosidase Gaa 0,80 0,12
37 | P18242 Cathepsin D Ctsd 0,79 0,18
38 | P50428 Arylsulfatase A Arsa 0,79 0,24
39 | 054782 Epididymis-specific a-mannosidase Man2b2 0,79 0,30
40 | P58242 Acid sphingomyelinase-like phosphodiesterase 3b SmpdI3b 0,78 0,13
41 | QIQWRS a-N-acetylgalactosaminidase Naga 0,77 0,38
42 | 088531 Palmitoyl-protein thioesterase 1 Pptl 0,77 0,08
43 | P54818 Galactocerebrosidase Galc 0,76 0,04
44 | P23780 B-Galactosidase Glbl 0,76 0,11
45 | QIWVJ3 Carboxypeptidase Q Cpq 0,75 0,04
46 | Q8VEB4 Group XV phospholipase A2 Pla2g15 0,75 021
47 | Q8BFR4 N-acetylglucosamine-6-sulfatase Gns 0,73 007
48 | Q920J0 Niemann Pick type C2 protein Npc2 0,72 017
49 | Q9CQF9 Prenylcysteine oxidase Pcyox1 0,70 0,14
50 | Q9ET22 Dipeptidyl peptidase 2 Dpp7 0,66 0,09
51 | Q64191 Aspartylglucosaminidase Aga 0,65 0,15
52 | Q9D7V9 N-acylethanolamine-hydrolyzing acid amidase Naaa 0,62 0,14
53 | Q99MT71 Mammalian ependymin-related protein 1 Epdrl 0,61 0,24
54 | Q3UMWS Ceroid-lipofuscinosis neuronal protein 5 homolog CIn5 0,58 0,09
55 | Q7TMRO Lysosomal Pro-X carboxypeptidase Prcp 0,53 0,16
56 | P70665 Sialate O-acetylesterase Siae 0,50 0,24

*** n < 0,001 im Vergleich zur Wild-Typ-Kontrolle, SD: Standardabweichung

*kk

*kk
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Tabelle 4: Lysosomale Membranproteine

Mittel

# Uniprot ID Protein Gen wert SD

1 Q8CIF6 SID1 transmembrane family member 2 Sidt2 1,53 0,68
2 P15920 V-ATPase 116 kDa subunit A2 Atp6v0a2 1,47 0,50
3 Q91YT8 Transmembrane protein 63A Tmem63a 1,20 0,12
4 Q91VK4 Integral membrane protein 2C Itm2c 1,19 0,38
5 035114 Lysosome membrane protein 2 Limp2 1,17 0,12
6 Q9JHJ3 Glycosylated lysosomal membrane protein Glmp 1,16 0,22
7 Q60961 Lysosomal-associated transmembrane protein 4A Laptmda 1,11 0,28
8 Q8K4D3 Lyaatl / H*-coupled amino acid transporter 1 Slc36al 1,10 0,05
9 Q9DC37 Major facilitator superfamily domain-containing protein 1 Mfsd1 1,10 0,11
10 | 035604 Niemann-Pick type C1 protein Npcl 1,04 0,16
11 | Q9CzZX7 Transmembrane protein 55A Tmem55a 1,04 0,06
12 | O70496 H*/Cl-exchange transporter 7 Clen7 1,03 0,15
13 | P41731 CD63 antigen Cd63 1,01 0,16
14 | Q3TWL2 Transmembrane protein 55B Tmem55b 0,99 0,09
15 | P57757 Cystinosin Ctns 0,98 0,27
16 | P51863 V-ATPase subunit D1 Atp6v0dl 0,90 0,07
17 | Q9R1Q9 V-ATPase subunit S1 Atp6apl 0,90 0,13
18 | P11438 Lysosome-associated membrane glycoprotein 1 Lampl 0,89 0,18
19 | Q9Z1G3 V-ATPase subunit C1 Atp6vlcl 0,87 0,07
20 | P50518 V-ATPase subunit E1 Atp6vlel 0.85 0,08
21 | P63082 V-ATPase 16 kDa proteolipid subunit Atp6v0c 0,84 0,04
22 | Q9D1K2 V-ATPase subunit F Atp6v1f 0,84 0,03
23 | Q8BVE3 V-ATPase subunit H Atp6vlh 0,83 0,14
24 | P62814 V-ATPase subunit B2 Atp6v1b2 0,83 0,09
25 | P50516 V-ATPase catalytic subunit A Atp6vla 0,82 0,08
26 | P17047 Lysosome-associated membrane glycoprotein 2 Lamp2 0,82 0,23
27 | QICXT7 Transmembrane protein 192 Tmem192 0,81 0,07
28 | Q9CR51 V-ATPase subunit G1 Atp6vlgl 0,73 0,10
29 | P57746 V-ATPase subunit D Atp6vld 0,71 0,13

Kursiv gedruckte Proteine wurden nur in zwei von vier Messungen identifiziert.
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12 Anhang
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