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II

REFERAT

Neuronale Ceroid Lipofuszinosen NCL/CLN sind neurodegenerative, hereditire
Erkrankungen im Kindes- und Jugendalter, welche durch Mutationen in CLN-Proteinen
ausgelost werden (Jalanko und Baulke, 2009). Es kommt bei den Patienten zur intrazelluldren
Ablagerung des Lipoproteins Lipofuszin. Die Neuronalen Ceroid Lipofuszinosen werden zu
den Speicherkrankheiten gezahlt.

Die Funktionen der meisten CLN-Proteine sind nicht bekannt. Lediglich bei CLN1 und bei
CLN2 konnten Funktionseinschrinkungen der Enzyme Palmitoyl-Protein-Thioesterase 1
(PPT1) und Tripeptidyl-Peptidase 1 (TPP 1) als Erkrankungsursache identifiziert werden.

Das CLN6-Protein (MM 35kDa) ist als Membranprotein des endoplasmatischen Retikulums
identifiziert worden und besteht aus 311AS (Heine ef al., 2004, 2007). Es kodiert auf dem
langen Arm des Chromosoms 15q21-23 und (Gao ef al., 2002 Wheeler et al., 2002). Es 16st
die Indisch-Iberische Variante der juvenilen NCL aus (Sharp, et al., 1997). Histologisch
weisen die Zellen in der Elektronenmikroskopie die pathognomonischen intrazelluldren
Lipofuszineinschliisse in gemischter Konfiguration auf (Sharp et al,. 1999, Gao et al., 2002).
Es wird {iber eine Beteiligung des CLN6-Proteins an den Wachstumsvorgéngen im Dorsal
Root Ganglion diskutiert (Liu & Strittmatter, 2001; Charrier et al., 2003; Schmidt &
Strittmatter, 2007; Hou et al., 2008; Benedict et al., 2009). Aber moglicherweise hat das
CLNG6-Protein auch eine Funktion im Rahmen der Mikrotubuli-Ausprigung oder des
intrazelluldren Transports von Zellorganellen unter Beteiligung von Kinesin I (Fukata et al.,
2002). Die genaue Funktion von CLN6 konnte bisher aber nicht geklirt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden spezifische monoklonale Anti-CLN6-Antikdrper generiert.
Dafiir wurden Peptide von CLN6-Aminosduresequenzen synthetisiert, welche auBBerhalb der
ER-Membran liegen. Aus Milzzellen einer immunisierten Maus konnten durch Fusion mit
Myelomzellen Hybridome generiert werden - darunter die Antikorper-produzierenden Klone
1D10, 2B2, 3A10 und 4D7. Die Antikdrper detektierten rekombinantes CLN6. In der
Immunfluoreszenz konnte in der Mamma-Ca-Zelllinie SkBr3 die Kolokalisation von CLN6
und der ER-spezifischen Protein-Disulfid-Isomerase (PDI) nachgewiesen werden. In der
Immunhistologie wurde CLN6 auf Proteinebene spezifisch in sekretorischen Zellen im
Bereich des Magen-Corpus und in humanem Mamma-Gewebe, sowie in Leber, Niere und
Skelettmuskel angefiarbt. Die dargestellten Untersuchungsergebnisse zeigen die erfolgreiche
Generierung von monoklonalen Anti-CLN6-Antikorpern. Diese Antikorper konnen fiir
Untersuchungen genutzt werden, um Funktionen von CLN6 aufzukléren.

Cramer, Thomas: Generierung monoklonaler Antikorper gegen das Protein CLNG;

Halle/Saale, Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg, Medizinische Fakultit, 66 Seiten,
2016.
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1. EINLEITUNG

Die Ceroid Lipofuszinosen (CLN) stellen eine Gruppe von neurodegenerativen Erkrankungen
im Kindes- und Jugendalter dar. Der Begriff Neuronale Ceroid Lipofuszinose (NCL) wird
synonym verwendet. Im englischen Sprachraum ist ebenfalls die Bezeichnung Batten Diseases
etabliert. Bei den CLN-Erkrankungen handelt es sich nach Jalanko und Braulke um wenig
verbreitete Erberkrankungen mit einer Inzidenz von weltweit 1:100000, wobei in den USA
und besonders in Skandinavien Patienten mit einer Inzidenz von 1:12500 haufiger betroffen
sind (Jalanko und Braulke, 2009). Die Ceroid Lipofuszinosen werden den Speicherkrankheiten
zugeordnet. Bei den relativ seltenen neurodegenerativen Erkrankungen im Kindesalter handelt
es sich bei den CLN um die am hdufigsten auftretende Gruppe. Gegenwirtig sind keine
Therapien etabliert, mit denen eine Remission der CLN-Erkrankungen erreicht wird. Aufgrund
der vergleichsweise geringen Héufigkeit werden die Eltern, das soziale Umfeld und die
Kinderdrzte des Patienten meist erstmalig mit dieser Erbkrankheit konfrontiert. Die
pathobiochemischen Grundlagen der Lipofuszin-Speicherung in der Zelle sowie die
Funktionen aller CLN-Proteine sind bisher nur unzureichend aufgekldrt, weshalb fiir die
betroffenen Patienten derzeit nur palliative Behandlungsansétze etabliert sind. Aktuell wird
vom Kinderarzt und vom Neuropidiater anhand von Symptomen der Verdacht auf eine
Lipofuszinose geduBlert und mit verschiedenen Diagnoseverfahren bestitigt. Gegenwértig
werden Therapieverfahren entwickelt, u.a. in Form einer Enzymersatztherapie (Steinfeld ef al.,
2010). Es besteht die begriindete Hoffnung, dass die Aufklarung der intrazelluldren Prozesse
zu einem besseren Verstindnis der Neuronalen Ceroid Lipofuszinosen fithrt und damit

potentiell zu einem kurativen Behandlungsansatz.

1.1 NEURODEGENERATIVE ERKRANKUNGEN

Neurodegenerative Erkrankungen im Kindesalter &uBlern sich durch Degeneration von
neuronalen Strukturen, welche in enger funktionaler Verbindung stehen. Beispielhaft sind hier
die weifle Hirnsubstanz in Verbindung mit den Basalganglien als ,funktionales System‘
anzusehen, genauso wie das Riickenmark, die Vorderhornzellen und die muskuldre Endplatte
mit zugehorigem Muskel ein funktionales System darstellen. Bei Beeintrachtigungen mehrerer
dieser funktional verbundenen Systeme, spricht man von einer systemischen

neurodegenerativen Erkrankung.

1.2 NEURONALE CEROID LIPOFUSZINOSEN (NCL/CLN)

Neuronale Ceriod Lipofuszinosen werden in der Literatur mit einer Inzidenz in Europa und
Nordamerika von 1: 12500 angegeben. Fiir die einzelnen CLN-Erkrankungen sind inzwischen
die chromosomalen Gendefekte identifiziert worden (vgl. Tab 1). Beispielsweise liegt die
Mutation bei der CLN1-Variante im Bereich des chromosomalen Abschnitts 1p34.2, der fiir
die PPT1 kodiert.



Tab. 1: Ubersicht: Chromosomale Zuordnung der Lipofuszinosen (Mole, 2004).

CLN1 1p34.2
CLN2 11p15.4
CLN3 16p12.1
CLN4 15q23
CLN5 13q21.1-q32
CLN6 15q21-23
CLN7 4q28.2
CLN8 8p23.3
CLN10 11pl15.5

Bei den verschiedenen CLN-Varianten liegt in der Regel ein autosomal-rezessiver Erbgang
vor. Das histologische Bild der CLN ist geprdgt von intrazelluldirer Speicherung von
morphologisch definiertem Material, dem sogenannten Ceroidlipofuszin (Goebel und
Wisniewski, 2004). Neben anderen hydrophoben Lipoproteinen enthélt das wachsartige
Lipofuszin bei den meisten CLN-Varianten die C-Untereinheit (Sub C) der mitochondrialen

ATP-Synthase (Palmer et al., 1992). Wahrscheinlich fithrt eine fehlende lysosomale

Degradation zur vermehrten intrazelluliren Anhdufung des Lipofuszins.

a) CLNI1: Granulire Einschliisse | b) CLN2: Kkurvilineare Profile (Stern) | ¢) CLN3: “fingerprints“ (Pfeile) und

von SAPs (Stern). im Zytoplasma eines Lymphozyten. | kurvilineare Profile (Stern) in einer
Vergrofierung: 80 000 x Vergrofierung: 44800 x Hautzelle. Vergriofierung 65000 x
(Arzteblatt, 2005) (Arzteblatt, 2005) (Arzteblatt, 2005)

Abb. 1: Elektronenmikroskopie: Charakteristische Zelleinschliisse bei CLN-Patienten.

Bei den CLN1- und CLN10-assoziierten Ceroid Lipofuszinosen werden neben den Sub C-
Ablagerungen auch Einschliissen wir das Sphingolipid Activator Protein (SAPs der Gruppen
A und D) in Form so genannter granulidr-osmiophiler Einlagerungen (GRODS) nachgwiesen.
Bis heute gelten die Zelleinschliisse als ein Unterscheidungs- und Gliederungs-Merkmal der
einzelnen CLN-Formen. (Abb.:1). Durch die Ablagerungen in den Neuronen kommt es zum

Zelluntergang, was schlielich zu den CLN-Symptomen fiihrt.



1.2.1 KLINISCHER VERLAUF

Die neuronalen Lipofuszinosen beginnen mit einem rasch progredient verlaufenden
Visusverlust, welcher zeitnah zur Amaurosis fiithrt, gepaart mit Demenz-Symptomen und
vielfach mit epileptiformen Stérungen sowie Lahmungen (Haltia, 2003). Abhédngig davon,
welche der CLN-Erkrankung vorliegt, variiert der Beginn der Symptome hauptséchlich vom
spaten Sduglingsalter bis zur préapubertdaren Entwicklungsphase. Der neurologische, physische
und psychische Verfall fiihrt im Krankheitsverlauf zur volligen Pflegebediirftigkeit des
Patienten und zum frithzeitigen Tod. Allen Erkrankungsvarianten ist gemeinsam, dass die
Manifestation der Erkrankung mit einem Verlust von Fahigkeiten einhergeht, welche
ausgehend von den Phasen des kindlichen Wachstums, bereits entwicklungsgerecht ausgeprigt
waren. Die der Amaurosis zugrunde liegende Retinopathie stellt hdufig das Anfangssymptom
dar. Es kommt nachfolgend zur Entwicklung einer Art frithkindlicher Demenz mit den
beschriebenen typischen Féahigkeitsverlusten (Persaud-Sawin ef al., 2007). In den Phasen der
cerebralen Degeneration lassen sich im MRT bei der infantilen Neuronalen Ceroid
Lipfuszinose (CLN1) anfanglich unspezifische Alterationen im periventrikuliren Marklager
nachweisen. Der Thalamus stellt sich in der T2-Wichtung hypointens dar - verglichen mit den
Basalganglien. AuBlerdem kommt es zu signalintensiven Alterationen (,,rims*), welche die
Seitenventrikel hyperintens umgeben (Autti ef al, 1992, 1996; Vanhanen ef al, 1995). Im
Verlauf kommt es parallel zur Progredienz der erkrankungsspezifischen Neurodegeneration
bei allen CLN-Erkrankungen zu einer ausgepriagten Hirnatrophie mit einem Volumenverlust
bis 50% (Vesa et. al., 1995). Vorangig handelt es sich dabei um einen Verlust der grauen
Hirnsubstanz. Die Ceroid Lipofuszinosen fiihren letztendlich zum vorzeitigen Tod der
betroffenen Patienten. Eine friithe Diagnose hat einen hohen Stellenwert, trotz der aktuell
infausten Prognose. Davon héngt die palliative Behandlung ab, welche den Patienten
verbesserte Prognosen versprechen im Hinblick auf zu erhaltende motorische und geistige
Fahigkeiten. Dem sozialen Umfeld des Patienten konnen bei feststehender Diagnose damit
auch der derzeitige wissenschaftliche Erkenntnisstand, Hintergriinde der Erkrankung sowie
der Stand der derzeitigen Therapieaussichten vermittelt werden. Dadurch wird schnelle Hilfe
fiir die Betroffenen und deren Familien hinsichtlich der langwierigen und schwierigen
Patientenbegleitung moglich. Ebenso lassen die bisherigen Ergebnisse von vereinzelten
experimentellen Studien den frithen Behandlungsbeginn vorteilhaft erscheinen (Malatack et
al., 2003). Die einzelnen CLN-Unterformen haben bis auf wenige Ausnahmen
unterschiedliche Erstmanifestationsalter. Die unterschiedlichen Manifestationsalter der
einzelnen CLN-Formen wurden lange Zeit fiir die Nomenklatur der CLN-Varianten
herangezogen. So ist bei der CLN3 ein Erkrankungsbeginn im frithen Schulalter bekannt,
wihrend die von Mutationen im CLN1-Gen verursachte infantile Variante der CLN-

Erkrankung (INCL) einen Erkrankungsbeginn am Ende des ersten Lebensjahres aufweist.



1.2.2 CLN-ASSOZIIERTE PROTEINE

CLN-assoziierte Proteine sind bereits lange im Blickfeld der biologischen, biochemischen und
genetischen Grundlagenforschung. Untersuchungen ergaben, dass ein Mangel an Palmitoyl-
Protein-Thioesterase 1 (CLN1) und Tripeptidyl-Peptidase 1 (CLN2), welche intrazelluldre
Enzyme darstellen, maligeblich an der Pathogenese zweier Varianten der Ceroid
Lipofuszinosen beteiligt sind (Sleat et al., 1996, 1997; Ezaki et al., 2000; Lu JY et al., 2002;
Kim et al., 2006 a, b).

Es konnte auch nachgewiesen werden, dass bei anderen Unterformen der Neuronalen Ceroid
Lipofuszinosen Verdnderungen von zelluliren Membranproteinen fiir die Erkrankung
ursdchlich sind. Nicht nur Verdnderungen in lysosomalen Proteinen (z.B. CLN3) fiihren zu
den intrazelluliren Ablagerungen, sondern auch Mutationen von Proteinen, die im ER
lokalisiert sind. Beispiele sind hier die Ceroid Lipofuszinosen der Varianten CLN6 und CLN8
(Lonka et al., 2000, 2004; Heine et al., 2004, 2007). Die primiren Funktionen dieser Proteine
sind bis heute nicht abschliefend geklart. Vielmehr muss festgehalten werden, dass man bisher
nur mangelhaft versteht, wie die zellbiologischen und biochemischen Vorginge die
Symptomatik der Patienten und die zellmorphologischen Verdnderungen erkldren. Pearce
konnte zeigen, dass das Gen fiir das Hefeprotein Btnl ortholog zum Gen fiir das CLN3-
Protein in eukaryontischen Organismen ist. Es wurde auf eine wichtige Rolle des CLN3-
Proteins in der lysosomalen pH-Kontrolle geschlossen (Pearce et al, 1998, 1999). Das
Vorkommen des Hefeproteins btnl in Saccharomyces cerevisiae, der Nachweis vom CLN3-
Protein im Fadenwurm Caenorhabditis elegans, sowie die Expression in Maus, Hund, Schaf
und Mensch zeigen die evolutiondre Konservierung der CLN-Proteine. Natiirliche oder
transgene Tiermodelle haben zur Entschliisselung der zelluldren Vorginge beigetragen. So
wurde im Schaf-Modell (Mutation im CLN6-Gen) erstmalig die Untereinheit C der ATP-
Synthase als Bestandteil des zelluldren Speichermaterials nachgewiesen (Palmer et al., 1992).

Jedoch blieben bis heute viele Fragen ungeklart, auch aufgrund fehlender Antikorper.

1.3 INFANTILE NEURONALE CEROID LIPOFUSZINOSEN

1.3.1 CLNI1 - INFANTILE NEURONALE CEROID LIPOFUSZINOSE
(HABERG-SANTAVUORI-DISEASE)

Die infantilen Neuronalen Ceroid Lipofuszinosen (INCL) werden durch Mutationen auf dem

kurzen Arm des 1. Chromosoms verursacht (Vesa et al., 1995). 1p34.2 kodiert fiir die

Palmitoyl-Protein-Thioesterase 1 (PPT1) (17.03.13, 12Uhr http://omim.org/entry/256730).

Aktuell sind 64 Mutationen im Gen fiir PPT1 beschrieben

(http://www.ucl.ac.uk/ncl/SummaryTableNov2012.htm).



Abb. 2: Kristalline Struktur von PPT1 im Komplex mit Palmitat (Bellizzi ez al., 2000).

Die weltweit hiufigste Mutation ist der Abbruch der Aminosiuresequenz nach Arginin 151,
wohingegen die Missens-Mutation (Argl22Trp) in Nordeuropa und besonders in Finnland die
hdufigste Variante der INCL darstellt. Die daraus resultierende Verschiebung der
Wasserstoffbriickenbindungen fiihrt zur Anderung der Konformation. Die konsekutive
Fehlfaltung von PPT1 (Abb. 2) fiihrt zu verdnderten Funktionen mit Ausprdgung der
entsprechenden phénotypischen Veridnderungen, welche Santavuori erstmalig beschrieb. Sie
fithrt zur Einschrankung der Funktion bis zum volligen Funktionsverlust der PPT1. Die in den
Zellen abgelagerten Lipoproteinfragmente zeugen von einer Funktionsstdrung der Lysosomen
im Rahmen der Proteolyse, die durch das lysosomale Protein PPT1 durch Abspaltung von
Palmitoylresten unterstiitzt wird (Lu JY et al., 2002). Andere Ergebnisse zeigten auch, dass
bei verminderter Funktion dieses Enzyms der ER-geforderte oxidative Stress, z.B. iiber den
Unfolded—Protein-Response (UPR) induziert wird, was zum Anstieg der Aktivitit
verschiedener Caspasen (besonders der Caspasen 3, 9 und 12) fithrt. Moglicherweise kommt
es dadurch zur Einleitung von Apoptosen (Kim et al., 2006 a, b). Doch warum trotz
disseminierter Ablagerung in verschiedenen Korperzellen besonders das neuronale System
betroffen ist und Neuronen zerstdrt werden, ist bisher nicht geklirt. Im 8.-14. Lebensmonat
wird als Primdrsymptom ein  Féhigkeitsverlust der bereits durchschrittenen
Entwicklungsstufen festgestellt. Es kommt zum Stillstand der kindlichen Entwicklung und
schlieBlich zum Verlust erlernter Féhigkeiten. Beispielsweise ist das bereits erlernte Laufen
und Sitzen nicht mehr mdéglich. Eine voranschreitende Degeneration der Netzhaut fithrt zur
vollstindigen Erblindung. Die auftretenden epileptischen Anfélle und die sich entwicklende
Spastik sind medikamentds nur eingeschrinkt beeinflussbar. Bis heute stehen den Patienten

nur palliative Therapieoptionen zur Verfiigung.



1.4 SPATINFANTILE NEURONALE CEROID LIPOFUSZINOSEN

Die Gliederung der spétinfantilen Neuronalen Ceroid Lipofuszinosen unterliegt stetigen
Anderungen. Klinisch wurden die Neuronalen Ceroid Lipofuszinosen lange nach dem
Erkrankungsbeginn eingeteilt. Anhand der genetischen und biochemischen Ursachen werden

die spétinfantilen Neuronalen Ceroid Lipofuszinosen (LINCL) wie folgt gegliedert:

Tab. 2: Ubersicht iiber die spitinfantilen CLN-Erkrankungen.

SPATINFANTILE CLN-ERKRANKUNGEN (LINCL)

Classic late infantile NCL (LINCL) (17.03.13 12Uhr
http://omim.org/entry/204500)

Mutation im CLN2-Gen 11pl15.4 Defekt der Tripeptidyl-Peptidase
1 (TPP1)

Finnische Variante der LINCL (17.03.13 12Uhr
http://omim.org/entry/256731)

Mutation im CLN5-Gen 13921.1- Defekt eines Membranproteins

q32

Indisch-Iberische Variante (VLINCL) (17.03.13 12Uhr
http://omim.org/entry/601780)

Mutation im CLN6-Gen 15921-23 Defekt eines Membranproteins
des ER

Tiirkische Variante der LINCL (17.03.13 12Uhr
http://omim.org/entry/610951)

Mutation im CLN7-Gen 4q28.2 Defekt des lysosomalen
Transporters MFSD8

EMPR/Northern Epilepsy (17.3.13 12Uhr http://omim.org/entry/600143)

Mutation im CLN8-Gen 8p23.3 Defekt eines transmembranen
Proteins im ER und im Golgi-
Apparat

14.1 CLN2 - KLASSISCHE VARIANTE DER SPATINFANTILEN
NEURONALEN CEROID LIPOFUSZINOSE

Auf dem kurzen Arm des Chromosoms 11 wird die Tripeptidyl-Peptidase 1 (TPP1) kodiert.
(Sleat et al., 1996, 1997; Wisniewski et al., 2001). TPP1 ist eine aus 368 Aminosduren
bestehende Serin-Protease, welche am freien N-Terminus Tripeptide von kleinen Polypeptiden
abspaltet. Die TTP1 wird als inaktives Zymogen synthetisiert (Autefage et al., 2009). Es wird
aullerdem eine geringfiigige Aktivitdt als Endopeptidase vermutet (Ezaki ef al., 2000; Lin et
al., 2001; Golabek et al., 2003). TPP1 ist an mehreren Stellen glykosyliert und fiir die Reifung
und Aktivitidt der Lysosomen und des ER von Bedeutung (Steinfeld et al., 2004). In der
Einleitung der Apoptose scheint TPP1 eine Rolle zu spielen, denn Zellen ohne TPP1, dhnlich
wie Zellen ohne PPT1, sind unempfindlich gegen die durch TNF-Alpha ausgeldste Apoptose
(Autefage et al., 2009). Die Aktivitit von CLN2 scheint von seiner Glykosilierung
abzuhingen (Tsiakas et al., 2004). TPP1 ist in den Lysosomen lokalisiert (Steinfeld et al.,
2006) und fiihrt bei Funktionsausfall zur Kumulation der Subunit C der mitochondrialen ATP-
Synthase als pathognomonische kurvilineare Ablagerung. Die Patienten haben die hochste
Konzentration von TPP1 zum Zeitpunkt der ersten Symptome. Nachfolgend tritt bei den

jungen Patienten ein Aktivititsverlust vor allen Dingen in Hirn, Leber, Nieren, Herz und
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Darmgewebe auf (Kurachi ef al., 2001). Wahrscheinlich bedingen erhaltene Restfunktionen
von TPP1 die leicht differierenden klinischen Bilder der Patienten und damit den individuellen
Krankheitsverlauf. Die Patienten mit CLN2-assoziierter klassischer LINCL zeigen um das 3.
Lebensjahr erstmals Symptome, anfanglich mit einer verlangsamten kindlichen Entwicklung.
Es kommt ebenfalls zu einem Visusverlust sowie zu epileptischen Anfillen. Alle
psychomotorischen Féhigkeiten gehen bis zum Alter von 12-15 Jahren verloren. Fiir die
klassische Variante der Neuronalen Ceroid Lipofuszinose sind derzeit nur palliative

Behandlungsansitze etabliert.

1.4.2 CLN5 - FINNISCHE VARIANTE DER SPATINFANTILEN NEURONALEN
CEROID LIPOFUSZINOSE

Die Mutation im Gen fiir das Protein CLN5 wurde auf dem langen Arm des Chromosoms 13
(13g21.1-gq32) detektiert (Williams et al.,, 1994). Die Funktion des 407 Aminosduren langen
und 46 kDa schweren glykosylierten Proteins CLNS5 ist noch immer unklar. Bei CLNS5
handelt es sich um ein lysosomales Molekiil, was durch die Kolokalisation mit Lamp-1
nachgewiesen werden konnte. In den Lysosomen erfdhrt das Protein wahrscheinlich seine
Reifung (Vesa et al., 2002; Vesa und Peltonen, 2002; Isosomppi et al., 2002; Holmberg et al.,
2004; Bessa et al., 20006; Sleat et al., 2009; Lebrun et al., 2009; Lyly et al., 2009; Schmiedt et
al., 2010). In der finnischen Population wird ein gehduftes Vorkommen beobachtet (Pineda-
Trujillo et al., 2005). In Zellen, welche eine Uberexpression des Proteins CLNS aufweisen,
konnte eine Lokalisation im ER und im Golgi-Apparat nachgewiesen werden. Aufgrund der
starken Glykosylierung wird vermutet, dass das Protein das endoplasmatische Retikulum,
ausgestattet mit Mannose-6-Phosphat, in Richtung der Golgi-Vesikel verldsst. Die reife Form
ist in den Lysosomen aktiv (Schmiedt et a/, 2010). Santavuori beschrieb erstmalig die Ceroid
Lipofuszinose der Variante CLNS5, welche mit EEG-Verdnderungen, mentaler Retardierung
und myoklonischer Epilepsie auffiel und damit der Gruppe der spitinfantilen Neuronalen
Ceroid Lipofuszinosen (LINCL) zugeordnet wurde (Santavuori et al., 1982, 1991). Jedoch
traten bei den untersuchten Patienten erst in einem Alter von 4-7 Jahren die ersten Symptome
auf, im Gegensatz zur klassischen Variante, welche bereits erste Symptome im Lebensalter

von 2-4 Jahren aufweisen.

143 CLNG6 - INDISCH-IBERISCHE VARIANTE DER SPATINFANTILEN
NEURONALEN CEROID LIPOFUSZINOSE

1997 wurden zwei Patienten beschrieben, welche klinisch eine Variante der juvenilen

Neuronalen Ceroid Lipofuszinosen mit einem Erkrankungsbeginn zwischen dem 4. und 6.

Lebensjahr aufwiesen, die aber nicht aus Finnland, sondern vom indischen Subkontinent

stammten (Sharp et al., 1997). Histologisch wiesen die untersuchten Zellen zwar die fiir

Lipofuszinosen typischen wachsartigen lysosomalen Einschliisse auf, jedoch waren diese in

bisher unbekannter Konfiguration vorhanden. Es handelte sich im elektronenmikroskopischen
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Bild um eine Kombination aus den bereits bekannten Formationsanordnungen der intrazellular
nachweisbaren Ablagerungen bei anderen CLN-Varianten. Einerseits kamen die fiir CLN2-
Erkrankung typischen kurvilinearen Einschliisse vor, andererseits auch die ,,Fingerabdruck*-
Anordnungen, welche fiir die CLN3 typisch sind. Mutationen im CLN6-Protein 16sen diese
indisch-iberische Variante der spitinfantilen Ceroid Lipofuszinose (vVLINCL) aus (Sharp et al.,
1999; Gao et al., 2002). Das Gen fir das aus 311 AS bestehende CLNG6-Protein ist auf
Chromosom 15q23 lokalisiert, umfasst ca. 22,7 kb mit 7 Exons. Es wird daraus eine 2,4 kb
umfassende mRNA transkribiert. Es wurden verschiedene Mutationen im CLN6-Gen
gefunden (Gao et al., 2002; Wheeler et al., 2002). Derzeit sind 68 Mutationen im CLN6-Gen
bekannt. (http://www.ucl.ac.uk/ncl/CLN6mutationtable.htm). Die hiufigste Mutation ist der
Verlust der Aminosédure Isoleucin 154 der 4. Domine (Wheeler et al., 2002). Das Protein ist
stark konserviert (Mole et al., 2004; Heine et al., 2004). Nach aktuell vorliegenden
Erkenntnissen geht man von einem Vorkommen des Proteins CLN6 im ER aus. Im Golgi-
Apparat oder den Lysosomen wurde CLN6 nicht nachgewiesen (Heine et al., 2004, 2007).
Berechnungen gehen von 7 transmembranen Doménen aus. Der N-Terminus ist in das Zytosol
gerichtet und der C-Terminus ragt in das Lumen des ER. N-Terminus und Domédne 6 und 7
sind fiir die Membranfixierung im ER verantwortlich. Fehlen sie, geht das Protein CLN6 aus
dem ER verloren (Heine et al., 2004, 2007). Eine Interaktion der Proteine CLN6 und CLNS,
welche beide im ER lokalisiert wurden, findet nicht statt (Gao et al., 2002; Wheeler et al.,
2002; Heine et al., 2007). Es konnte keine Bildung von Heterodimeren oder eine gegenseitige
Beeinflussung nachgewiesen werden (Heine ef al., 2004). Bisherige Untersuchungen zeigen,
dass die genetische Information fiir CLN6 ubiquitir vorhanden ist. Transkripte von 2,4 kb und
3,7 kb wurden in allen Geweben detektiert. Zusétzlich wurden in Skelettmuskelgewebe zwei
weitere Transkripte von 1,1 kb und 5,9 kb nachgewiesen (Gao et al., 2002; Wheeler et al.,
2002). South Hampshire- und Merino-Schafe sowie Méiuse konnen an einer Ceroid
Lipofuszinose erkranken und weisen gleichartige Erkrankungsvarianten auf, welche ebenfalls
durch Mutationen im CLN6-Gen verursacht werden (Tammen et al., 2006). Beide Spezies
dienen deshalb als Tiermodelle (Jolly et al, 1989, Cook et al., 2002). Auch bei den Tieren
kommt es zu Visusverlust, Verhaltensauffilligkeiten, Laihmungen sowie zu Krampfanfallen,
begleitet durch die typischen histologischen neuronalen Verdnderungen, was insgesamt zu
einer deutlich eingeschrinkten Lebenserwartung dieser Tiere fithrt (Mayhew et al., 1985;
Bronson et al., 1993, 1998; Cook et al., 2002). Bei Schafen mit oviner Ceroid Lipofuszinose
(OCL) ist die typische Astrozytose und Mikrogliose bereits kurz nach der Geburt nachweisbar
(Oswald et al., 2005). Klinisch entwickeln sich sowohl beim Tiermodell als auch beim
Menschen eine Amaurosis, gefolgt von Stérungen der Motorik und des Verhaltens auf der
Basis einer Hirnatrophie. Die Tiere versterben nach durchschnittlich 27 Monaten. Histologisch
finden sich im ovinen Tiermodell eine ausgepréigte Astrozystose in verschiedenen Hirnarealen
sowie die typischen Ablagerungen der Lipoproteine (Mayhew et al., 1985; Cook et al., 2002).

Im natiirlich vorkommenden Mausmodell mit Mutationen im CLN6-Gen (CLN6“°1f-Maus)
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weist neben dem &dhnlichen klinischen Bild auch das elektronenmikroskopisch nachweisbare,
identische und intrazelluldr abgelagerte, autofluoreszierende Zellmaterial auf eine dhnliche
Erkrankung hin (Katz et al, 2001). Ahnlich der humanen Ausprigung treten histologisch
nachweisbare Demyelinisierungserscheinungen, cerebrale Atrophie mit begleitender reaktiver
Gliose sowie eine retinale und neuronale Degeneration auf (Cooper et al., 1999; Gupta et al.,
2001; Cooper 2003; Mitchinson et al., 2004; Bible et al., 2004; Pontikis et al., 2004 ).
Klinisch konnen eine Ataxie, Amaurosis sowie verdndertes Verhalten beobachtet werden. Im
9. Lebensmonat treten Ldhmungen auf, gefolgt von einem frithen Tod. In Untersuchungen am
Schafmodell und bei Zellen von CLN6-Patienten wurde eine deutliche Erhéhung von
lysosomaler Arylsulfatase A (ASA) nachgewiesen. Bei der Metachromatischen
Leukodystrophie weist das Gen fiir die ASA Mutationen auf. Eine Beeintrdchtigung im
intrazelluldren Transport zu den Lysosomen wird fiir unwahrscheinlich gehalten. Es wird
postuliert, dass ASA keine pH-abhéngige Octamerisierung erfahrt und als Dimer vorliegt (von
Biilow et al., 2002), das schnell abgebaut wird, wodurch die niedrige Prisenz erkliarbar wird.
Die dhnlichen Phénotypen der Metachromatischen Leukodystrophie sowie der Neuronalen
Ceroid Lipofuszinosen konnten ebenfalls auf eine lysosomale Fehlfunktion in Zellen mit
verdndertem CLN6-Protein hinweisen und die Kumulation der typischen intrazelluldren
Ablagerungen erkldren (Heine et al., 2004). Proteine der Collapsin Response Mediator
Protein-Familie kommen spezifisch nur in Hirngewebe vor und haben Einfluss auf Wachtums-
und Abbrauprozesse im ZNS (Hou et al., 2008). Komplexe aus CRMP-2 (Collapsin Response
Mediator Protein-2) und dem Protein CLN6 wurden nachgewiesen. CRMP-2 (62,23 kDa) war

nclf

in cerebralem Gewebe besonders im Thalamus der CLN6" —Maus reduziert. Zur weiteren

"lf_Maus untersucht. Es

Differenzierung wurden CRMP-abhéngige Vorgidnge an der CLN 6
konnte bei einem Mangel an CLN6 keine Anderung der Wachstumsvorginge im Dorsal Root
Ganglion (DRG) nachgewiesen werden (Benedict et al., 2009), wo CRMP-2 als
Effektorprotein im Wachstums- und Modulationsprozess (growth cone collapse) eine Rolle
spielt (Charrier et al., 2003). Daraus wurde geschlussfolgert, dass die Semaphorin3-Kaskade
nicht gestort ist, welche in der Beeinflussung des axonalen Wachstums in Kombination mit
CRMP-2 eine entscheidende Rolle spielt (Liu & Strittmatter., 2001, Schmid &Strittmatter,
2007) . Durch den Mangel an funktionsfadhigem CLN6 wird auf eine verminderte CLNG6-
CRMP-Interaktion geschlossen. Die daraus folgende beeintrichtigte Zellreifung von Neuronen
koénnte die neuronalen Pathologien erkldren (Benedict ef al., 2009). Die CRMP-2-Auspragung
nelf

ist im cerebralen Gewebe der CLN6

Kontrollzelllinie wurden bei der CLN6"" —Maus im CRMP abhéngigen Reifungs- und

—Maus  vermindert. Im Vergleich mit einer

Wachstumsprozess von kultivierten neuronalen Zellen (Hippocampus) keine ausreichend
gereiften synaptischen Verbindungen ausgebildet und ein deutlich verfrithter Untergang der
hippocampalen Zellen beobachtet (Benedict ez al., 2009). AuBerdem konnte in der CLN6™'-
Maus nachgewiesen werden, dass die korrekte Interaktion von CRMP und Mikrotubuli,

Kinesinen und dem Neurofibromatose Related Protein (NF1) nicht funktioniert. Zusitzlich
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wird gezeigt, dass die Molekiile CLN6 und CRMP mit dem kinesin light chain protein (KLC4
oder KNSLS8) komplexieren konnen. Interaktionen von CRMP mit dem Mikrotubuli-
Bindungsprotein Kinesin I sind nachgewiesen worden (Fukata ef al., 2002). CLN6-abhéngige
intrazelluldre Transport-Mechanismen mit Kinesin werden diskutiert. Die mitochondriale
MnSOD, eine Mangan-abhéngige Superoxid Dismutase ist in cerebralen Geweben (Neuronen
und Astrozyten) und Fibroblasten von CLN6 Patienten und OCL-Schafen signifikant und
spezifisch erhoht, was auf eine aktivierte Mikroglia, oxidativen Stress und/oder aktivierte
Cytokine im Rahmen eines Entziindungprozesses hinweisen konnte (Heine et al.,, 2003). Es
wurde auflerdem ein erhdhtes Vorkommen von Mangan und Zink im cerebralen Gewebe des
OCL-Schafs nachgewiesen (Kanninen et al., 2013). Trotz umfangreicher genetischer und
proteinchemischer Untersuchungen ist auch aufgrund fehlender spezifischer Antikérper die
genaue Funktion des CLN6-Proteins weiterhin ungekldrt. Die Manifestation der CLN6-
Erkrankung ist variabel. Bereits im Alter von 18 Monaten konnen Patienten mit ersten
Symptomen auffillig werden, genauso wie andere Patienten erst in einem Alter von acht
Jahren symptomatisch werden. Die Einschrinkung der Sehfahigkeit tritt auch hier hiufig als
erstes Symptom auf. Krdmpfe und volliger Verlust der psychomotorischen Fahigkeiten fithren

zum Tod in der zweiten bis dritten Lebensdekade.

1.4.4 CLN7 - TURKISCHE VARIANTE DER SPATINFANTILEN NEURONALEN
CEROID LIPOFUSZINOSE
Die durch Mutationen im CLN7-Gen verursachte CLN-Variante wurde aufgrund des erstmalig
dokumentierten Vorkommens in Vorderasien als tiirkische Variante bezeichnet (Topcu et al.,
2004). Inzwischen wird auch in anderen, klinisch dhnlich gelagerten Fillen, von einer CLN7-
assoziierten Erkrankung ausgegangen (Stogmann et al., 2009). In der Mehrzahl der bisher
bekannten Félle ist ein Defekt am Major Facilitator Superfamiliy Domain Containing Protein
8 (MFSD8 - Protein) detektiert worden (Siintola et al., 2007). Bei diesem 58 kDa schweren
Protein handelt es sich um ein Transportprotein. Durch die Untersuchung von GFP-getagten
HeLa- und COS 1-Zellen, welche das CLN7-Protein {iberexprimieren, geht man derzeit davon
aus, dass es sich bei MFSD8 wahrscheinlich um einen lysosomalen Transporter handelt
(Siintola et al., 2007), der eine Rolle in der Clathrin-gesteuerten Endozytose spielt (Steenhuis
et al., 2010). Die betroffenen Patienten zeigen erstmalig mit zwei bis sieben Jahren
Symptome, wie Verlangsamung der motorischen Bewegungsabldufe und der Sprache,
Visusverlust, mentale Retardierung, Myoklonien sowie Personlichkeitsstorungen.
Histopathologisch zeigen sich im elekronenmikroskopischen Bild die bekannten

Jfingerprints®, sowie wenig vakuolisierte Lymphozyten (Topcu et al., 2004).

14.5 CLN8 - NORTHERN EPILEPSY/ PROGRESSIVE EPILEPSY WITH
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MENTAL RETARDATION (EPMR)

Mutationen im Gen fiir das Protein CLN8 (8p23) fiihren im Mausmodel schnell zur
Degeneration von Motoneuronen (Bronson et al., 1993; Ranta et al., 1999). Cerebrale Gewebe
von Tieren und humanen Patienten zeigen deutliche Einlagerungen autofluoreszierender
Materialien und damit pathognomonisch die Neurodegeneration. Das aus 288 Aminosduren
bestehende CLNS8-Protein ist im endoplasmatischen Retikulum und im ER to Golgi
Intermediate Compartment (ERGIC) lokalisiert (Lonka et al., 2000; Lonka et al., 2004). Dabei
handelt es sich um mobile Transport-Kompartimente, welche zwischen ER und Golgi-Apparat
Transportaufgaben iibernehmen. CLN8 und andere lysosomale Proteine konnten in der
Immunfluoreszenz von transfizierten hippocampalen Neuronenzellen im basolateralen
Bereich der Zelle nachgewiesen werden. Massenspektrometrisch konnte in Proben aus
Hirngewebe von CLNS8-Patienten ein vermindertes und abnorm verdndertes Aufkommen an
Phospholipiden und Sphingolipiden nachgewiesen werden (Winter und Ponting 2002; Guillas
et al., 2003; Hermansson et al, 2005). Die Interaktionspartner sind auch hier noch nicht
identifiziert.

Die ersten Symptome bei EPMR-Patienten zeigen sich meist zwischen dem 7. und 10.
Lebensjahr. Es kommt zu cerebralen Krampfanfillen, mentaler Retardierung, verlangsamten
Bewegungen sowie zu psychomotorisch pathologischem Verhalten. Einige Patienten zeigen
eine abgeschwichte Sehschirfe ohne occulare Erkrankungserscheinungen (Hirvasniemi et al.,
1994; Hirvasniemi et al, 1995). Bei der EMPR ist ein milder Verlauf die Regel und ein

Lebensalter von iiber 50 Jahren kann durchaus erreicht werden.

1.5 JUVENILE NEURONALE CEROID LIPOFUSZINOSEN
1.5.1 CLN3-ASSOZIIERTE JUVENILE NEURONALE CEROID LIPOFUSZINOSE

(BATTEN DISEASE)
Mutationen im CLN3-Gen verursachen die am hiufigsten auftretende CLN-Variante. Aktuell
betrdgt die Pravalenz in Deutschland ca. 300 Fille bei einer Inzidenz von 1:50 000 (Claussen
et al., 1992). Das Gen kodiert fiir ein Membranprotein, welches 6 transmembrane Doménen
(MM 43kDa) aufweist und auf Chromosom 16p12.1 lokalisiert ist (Janes et al., 1996). Aktuell
sind 57 Mutationen im Gen fiir CLN3 bekannt
(http://www.ucl.ac.uk/ncl/CLN3mutationtable.htm 16.3.2014 21:52Uhr). Die héaufigste
Mutation wird durch eine Frame-Shift-Mutation nach Cystein 153 verursacht, mit Verlust von
Exon 7 und 8. Diese Verdnderung verursacht eine Addition von 28 neuen Aminoséduren und
die Ausbildung eines Stopcodons. Das fiihrt zu einer Verkiirzung der mRNA ab AS 153, was
zu einem Verlust des intakten, aus 438 Aminosduren bestehenden Proteins CLN3 fiihrt. Es
werden auch CLN3-Varianten beschrieben, wo eine verminderte Aktivitdt von CLN3 vermutet
wird (Kitzmiiller et al., 2008). Das Protein CLN3 konnte im Nucleolus, im Golgi-Apparat, in
den Mitochondrien und in der Plasmamembran nachgewiesen werden. Hauptsdchlich ist

CLN3 aber in den Lysosomen und Endosomen lokalisiert (Ezaki et al.,, 2003; Kyttala et al.,
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2004, 2005; Storch et al., 2004, 2007). Die genaue Funktion ist jedoch bis heute nicht
eindeutig geklirt. Das Protein CLN3 wird in der Hefe exprimiert und ist konserviert in allen
eukaryontischen Organismen anzutreffen (Gachet et al., 2005). Experimentell wurden 6
Transmembran-Doménen nachgewiesen, wobei N- und C-Terminus in das Zytosol gerichtet
sind (Phillips et al., 2005). Es wird eine Interaktion der Molekiile Calsenilin, CLN3 und Ca*"
vermutet (Chang et al., 2007). Ein CLN3-Knockout-Mausmodell zeigte eine Astrozytose und
Gliose des Thalamus und des sensorischen Cortex (Pontikis et al, 2005). In
Immunprizipitaten von CLN3-positiven Zellen wurden Untereinheiten der Na'-K'-ATPase
mit CLN3-Antikdrpern isoliert, was auf eine Interaktion des Proteins und der Na"-K"-ATPase
hinweisen konnte (Uusi-Rauva et al, 2008). Die Erkrankung beginnt meist im frithen
Schulalter. Es stellt sich eine Sehschwiéche ein, welche falschlicherweise hiufig als primér
ophthalmologische Erkrankung diagnostiziert wird, z.B. als Retinitis pigmentosa (Hoffmann
& Assmann, 2004). Es vergesellschaften sich jedoch zusitzlich ein Entwicklungsstillstand
sowie eine beginnende Demenz, erkennbar an einer sich verschlechternden schulischen
Leistungsfdhigkeit. Die Kinder fallen aulerdem mit signifikanten Verhaltensdnderungen auf.
Die anfangliche Sehschwéche miindet in einer vollstindigen Erblindung, gefolgt von einem
rapiden Abbau aller psychomotorischen und psychointellektuellen Fahigkeiten. Es konmt zum
fortschreitenden psychomotorischen Verfall, welcher zu einer komplexen Pflegebediirftigkeit
filhrt. Die Anlage einer percutanen endoskopischen Gastrostomie (PEG) wird notwendig, da
die Patienten die korperliche und geistige Fahigkeit zur ausreichenden Nahrungsaufnahme
verlieren. Die Patienten erleben den Prozess des kdrperlichen und geistigen Leistungsverfalls
bewusst mit, bei anfinglich noch gut erhaltener eigener Wahrnehmung. Dieser Prozess dauert

zumeist Jahre und die Patienten erreichen ein Lebensalter zwischen 20 und 40 Jahren.

1.6 WEITERE FORMEN DER NEURONALEN CEROID LIPOFUSZINOSEN
1.6.1 CLN4 - ADULTE NEURONALE CEROID LIPOFUSZINOSE
(KUFS DISEASE)

Es handelt sich bei diesen Patienten um Erkrankungen, bei denen vom jungen
Erwachsenenalter bis in die vierte Lebensdekade ein Abbau der psychointelektuellen
Féhigkeiten auffillig wird (Berkovic et al., 1988a, b; Martin et al., 1999; Nijssen et al., 2002).
Die klinisch zu unterscheidenden Typen (Typ A und Typ B) haben nach aktuellen
Erkenntnissen differierende genetische Grundlagen. Fiir die im anglo-amerikanischen Raum
als Kufs Disease bezeichnete Erkrankung sind fiir den Typ A Mutationen im Gen fiir CLN6
und Mutationen in PPT1 nachgewiesen worden und fiir Typ B werden aktuell Mutationen im
Cathepsin F postuliert (Arsov et al., 2011; Smith et al., 2013). Typ A ist neben der
voranschreitenden Demenz charakterisiert durch eine progressive myoklonische Epilepsie. Der
Typ B ist gekennzeichnet durch frith beginnende Demenz, sowie Storungen des pyramidalen

und extrapyramidalen Systems. Die visuellen Fahigkeiten sind in dieser Erkrankungsvariante
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weitestgehend unbeeintrachtigt (Lonka, 2004). Als weitere Besonderheit ist hier ein autosomal

dominanter (Parry Disease) und ein autosomal rezessiver Erbgang (Kufs Disease) bekannt.

1.6.2 CLN10 - KONGENITALE NEURONALE CEROID LIPOFUSZINOSE

Der Defekt ist auf dem kurzen Arm des Chromosoms 11 (11p15.5) im Gen fiir das Protein
CLN10 lokalisiert (17.03.13 12Uhr http://omim.org/entry/6101279). CLN10 steht im
Zusammenhang mit einem Mangel an der lysosomalen Protease Cathepsin D (Barohn et al.,
1992; Siintola et al., 2006). Bei der kongenitalen Form beginnt die Erkrankung bereits
intrauterin. Die Kinder kommen mit einer Mikrozephalie zur Welt. In den ersten
Lebensstunden erleiden diese Patienten Krampfanfille. Die Patienten sterben innerhalb des
ersten Lebensjahres. In der sich spéter manifestierenden Variante entwickeln die Kinder, wie

bei der vLINCL eine Amaurosis, Epilepsie sowie eine psychomotorische Retardierung.

1.6.3 WEITERE VARIANTEN DER NEURONALEN CEROID
LIPOFUSZINOSEN

Es wird iiber weitere genetische Erkrankungen berichtet, fiir die die Begriffe CLN11, CLN12,
CLN13 und CLN14 benutzt werden. Jedoch ist in diesen Fillen noch nicht klar, ob hier die
Zuordnung zu den CLN-Erkrankungen gerechtfertigt und sinnvoll ist. Die Klassifikation
CLNO9 wird fiir Erkrankungsfdlle mit Erkrankungsbeginn in der Altersspanne der JNCL
verwendet, die nicht der CLN3-Variante zugeordnet werden koénnen (17.3.13 12Uhr
http://www.ucl.ac.uk/ncl/mutation.shtml). Derzeit werden auch pathologische Zusténde, die
durch Mutationen im Gen des Chloridkanals 7 (CLC-7) ausgeldst werden, zu den Neuronalen
Ceroid Lipofuszinosen gezdhlt. Dabei handelt es sich um eine autosomal rezessiv vererbte,
infantile, bosartige Osteopetrose, welche mit dem klinischen Bild einer Hirnatrophie,
Mikrozephalie, Autismus, Taubheit und Blindheit zum friihzeitigen Tod in den ersten 10
Lebensjahren fiihrt (Frattini et al., 2003; Waguespack et al., 2003, 2007). Bei ca. 10 % der
Patienten, bei denen der Verdacht auf eine Neuronale Ceroid Lipofuszinose besteht, konnte
bisher das Krankheitsbild keiner der bekannten Varianten zugeordnet werden. Verdnderungen
proteinkodierender Genabschnitte (u.a. fiir Cathepsin B, Cathepsin L, Cathepsin F, Palmitoyl
Protein Thioesterase 2, Osteopetrosis Associated Transmembrane Protein 1), welche bei
transgenen Tieren einen dhnlichen Phénotyp wie bei CLN-Erkrankungen verursachen (Jarplid
und Haltia, 1993; Gupta ef al., 2001; Felbor et al., 2002; Tang et al., 2006), konnten bisher

beim Menschen als Ursache nicht nachgewiesen werden.

1.7 DIAGNOSTIK UND ETABLIERTE THERAPIEKONZEPTE
Bei unklaren Entwicklungsverzégerungen und unklaren epileptiformen Erkrankungen werden
bei Verdacht auf eine NCL Blutproben analysiert, um TTP1, PTT1 und Cathepsien D zu

bestimmen. Werden Abweichungen von den normalen Konzentrationen nachgewiesen,
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werden molekularbiologische Untersuchungen durchgefiihrt und damit CLN1, CLN2 und
CLN10 ggf. Dbestdtigt oder ausgeschlossen. Auch Hautfibroblasten werden
elektronenmikroskopisch untersucht. Sind hier intrazellulire Ablagerungen (Ceroid-
Lipofuszin) nachzuweisen, werden weitere molekularbiologische Untersuchungen hinsichtlich
der CLN Variante durchgefiihrt. Bei Kindern im Schulalter weisen Vakuolen in Lymphozyten
auf CLN3 hin, was iiber genetische Untersuchungen bestitigt werden muss. Erhirtet sich der
Verdacht nicht, werden elektronenmikroskopische Untersuchungen von Fibroblasten
durchgefiihrt um intrazelluldres Ceroid-Lipofuszin nachzuweisen. Daran schlieBen sich
genetische Untersuchungen an, um den Gen-Defekt zu identifizieren (http://ncl-
netz.de/diagnostik.htm). Etablierte Therapieschemata bestehen gegenwirtig aus palliativen
Behandlungsansédtzen. Wenige Patienten wurden zusdtzlich im Rahmen von experimentellen
Studien behandelt. Dabei wurden verschiedene Ansdtze verfolgt. Die Transplantation von
Knochenmark zeigte keinen Erfolg (Lake et al, 1995; Lonnquist et al, 2001).
Stammezelltransplantationen werden im Rahmen von Studien bereits durchgefiihrt, jedoch
konnen besonders die pathologischen Erscheinungen im neuronalen System derzeit nicht
entscheidend positiv beeinflusst werden. Eine sehr frithe Transplantation wird als moglicher
Losungsansatz vorgeschlagen (Malatack et al., 2003). Gentherapie-Ansétze werden in Studien
verfolgt und bringen in Tiermodellen nachweisbare Verbesserungen auf zelluldrer Ebene. In
der Behandlung von Patienten wird sich deshalb derzeit auf die Gen-Therapie konzentriert. In
Studien an menschlichen Patienten werden genetische Informationen fiir Enzyme (u.a. TPP1)
mit Hilfe eines viralen Vektors direkt intracerebral injiziert mit dem Ziel, neuronalen Zellen
korrekte genetische Informationen zur Verfiigung zu stellen fiir die Generierung von
fehlerfreien Enzymen und Proteinen (Selden et al., 2013). Im Mausmodell konnten damit, z.
T. in Kombination mit Knochenmarktransplantationen, bereits deutliche Anzeichen einer
positiven Beeinflussung hinsichtlich zelluldrer, histologischer und klinischer Befunde gezeigt
werden (Macualey et al., 2012). Im Mérz 2016 vorab verdffnetliche Daten zeigen, dass bei
87% der Patienten, welche an eine Phase 2-Studie im Universitdtsklinikkum Hamburg
teilgenommen haben, eine Verbesserung des klinischen Bildes durch eine intraventuldre
Injektion von TPP1 erreicht werden konnte (https://www.uke.de/dateien/einrichtungen/
unternehmenskommunikation/dokumente/pressemitteilungen/kindliche-demenz/ncl/kindliche
/demenz/pm20160303.pdf). Fiir die Anwendung von Flupiritin, einem Nichtopiod-
Analgetikum mit muskelrelaxierenden Eigenschaften, konnte bisher kein nachweisbarer
Vorteil gezeigt werden (Cialone ef al., 2011). Nach bisherigen Studienergebnissen kann die
Verabreichung von Mercaptamin (Cystagon®), einem Cysteamin-Bitartrat, bei wenigen
Patienten eine leichte Verbesserung des klinischen Bildes bewirken. Eine Remission konnte
jedoch in keinem Fall erreicht werden. Die abschlieBende Bewertung und Ver6ffentlichung
der Ergebnisse der Interventionsstudie werden demnéchst erwartet
(http://clinicaltrials.gov/show/NCT00028262). Medikamentds werden fiir die einzelnen

Symptome die verschiedenen in Tabelle 3 dargestellten Wirkstoffgruppen-Medikamente
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verabreicht. Neben der medikamentdsen Therapie stehen vor allem Bewegungstherapien als
Behandlungsoption  im  Vordergrund.  Ergotherapie,  koordinationschulende = und
soziotherapeutische Beschiftigungen wie Reiten und Tandemfahren stellen eine gute
korperliche und geistige Forderung fiir die Patienten dar. Im fortgeschrittenen Stadium stellt
der Erhalt der Lebensfunktionen das hauptsidchliche Behandlungsziel dar, u.a durch
parenterale Erndhrung, sowie Linderung stark ausgeprigter Symptome. Im Verlauf kommt es
zum stetigen geistigen Verfall, was sich z.T. durch Nahrungsverweigung und durch eine
Aspirationsneigung duflert, weswegen die beschriebenen Verfahrensweisen angewendet
werden (PEG-Sonde, parenterale Erndhrung). Eine besondere Herausforderung stellen der
priapubertire Erkrankungsbeginn sowie der Erkrankungsfortschritt in der Adoleszenz dar. Die
durch den Patienten bewusst erlebte voranschreitende Erblindung und der zunehmende
geistige Verfall stellen die Patienten, die Eltern, Lehrer und das private Umfeld in dieser
Entwicklungsphase vor besondere Herausforderungen. Psychologische Hilfe und feste
Integration des Patienten in das soziale Umfeld sind iiberaus wichtig. Gerade die Bewiltigung
der ohnehin schwierigen pubertidren Entwicklungsphase ist im Rahmen des bewusst erlebten
kognitiven und physischen Verfalls frustrationsgeprdgt und bedarf besonderer Beachtung.
Auch auf die Betreuung der Eltern und des privaten Umfelds ist bei moglicherweise
langjdhriger Konfrontation mit dem krankheitsbedingten Verfall des Patienten ebenfalls ein
Augenmerk zu legen. Es existiert dahingehend bereits ein Netz an Selbsthilfevereinen und

organisierter Betreuung in Deutschland.

Tab. 3: Medikamentose Therapie bei CLN-Patienten.

Einsatzspektrum Wirkstoffe/Priparate
Schmerzzustinde Orale Opioide (*Morphium®)
Fentanylpflaster (*Durogesic®)
Spastik Baclofen (*Lebic®)
Reduzierung von Grand-Mal-Anfillen, | Lamotrigin (*Elmendos®)
Erh6hung der Krampfschwelle Valproat (*Ergenyl®)

Beruhigung und Schlafinduktion bei | Chloralhydrat (*Chloralhydrat®™)
abendlicher Unruhe und
allgemeinen Unruhezustdnden
Schwer  ausgeprigte  psychotische | Levomepromazin (*Levium®)

Zustiande, Halluzinationen Risperidon (*Risperdal®), Clozapin (*Elcrit®)

2. ZIELSTELLUNG

Das Ziel dieser Arbeit war es, spezifische monoklonale Antikorper gegen CLN6 zu
generieren. Bisher gibt es nur Untersuchungen, in denen CLN6 auf Transkriptionsebene
untersucht wurde. Zu Beginn dieser Arbeit waren keine monoklonalen Antikdrper gegen
CLNG6 verfiigbar. Spezifische Antikorper gegen CLN6 konnen das Molekiil auf Proteinebene
detektieren und zum weiteren Verstdndnis der biochemischen Zusammenhénge beitragen,

welches ggf. zukiinftig fiir Therapieansitze genutzt werden kann.



3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 MATERIALIEN

3.1.1 CHEMIKALIEN
Amidoschwarz (0,8%)

2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzthiazolin-
sulfonséure (6))-diammonium-Salz (ABTS)
Acrylamid-Bisacrylamid
Ammoniumpersulfat
Blockierungsreagenz fiir ELISA

Bond Dewax Solution

Bond Polymer Refine Detection

Bond Waschpuffer

Bromphenolblau

Citronensdure, Monohydrat

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail
Coomassie® Stain Solution R-250
Digitonin

Essigsdure, 100%
Di-Natriumhydrogenphosphat, Dihydrat
Natriumhydroxid

Ethanol, 99,8%
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Folin-Ciocalteu-Losung
Formalinlésung, 35%

Glutaraldehyd, 25%

Glutathion, oxidiert (GSSG)
Glutathion, reduziert (GSH)

Glycerol

Glycin

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Kaliumhydrogentartrat

Lipofectamin 2000

Lithiumchlorid

Lumi-Light Western Blotting Substrate
Lysozym

Mercaptoethanol

Methanol

Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim

Roth, Karlsruhe
SERVA GmbH, Heidelberg

Roche Diagnostics, Mannheim

Leica Biosystems, Nussloch

Zytomed Systems GmbH, Berlin

Leica Biosystems, Nussloch
Feinchemie, Sebnitz

Chemapol, Prag

Roche Diagnostics, Mannheim

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
SERVA-GmbH, Heidelberg
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim

Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
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MOPS

NADH,

NaOH

Natriumcarbonat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat, Monohydrat
Natriumperborat, Tetrahydrat
Natriumthiosulfat, Pentahydrat
4-Nitrobluetetrazoliumchloride (NBT)

N- (N-(L-3-trans-carboxioxirane-2-carbonyl)-
L-leucyl)-agmatine (E64)

Phenol

Pepton

Yeast Extract

PIC-Protease Inhibitor Cocktail-Tabletten
Polyethylenglycol (PEG1500)
Poly-L-Lysin

RNase A

Silbernitrat

Sodium dodecyl sulfate (SDS)
SuperSignal® West Dura Extended Duration Substrate
Streptavidin-HRP
N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine
1,2-Bis(dimethylamino)-ethane (TEMED)
Thimerosal
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Triton X-100

Tris-Glycin-Running Buffer

Tween®20

Wasserstoffperoxid, 30%

Western Blocking Reagent
Nutridoma-CS (50x%)

3.1.2 SONSTIGE MATERIALIEN

Ultrafiltration Membrane Regenerated Cellulose YM10
Amicon®Ultra-15 Centrifugal Filter Devices
Mikrotiterplatte Costar High binding, flat buttom

Nitrocellulose Membrane Hybond"™-c-extra
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Invitrogen, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka, Schwalbach

Roche Diagnostics, Mannheim

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Gibco, Paisly, Grofibritannien
Gibco, Paisly, Grofibritannien
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Roth, Karlsruhe

QIAGEN, Hilden

Fluka, Schwalbach

SERVA, Heidelberg

Pierce, Rockford, USA

Amersham, Freiburg

Roth, Karlsruhe
Fluka, Schwalbach
Merck, Darmstadt
SERVA, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roche Diagnostics, Penzberg

Roche Diagnostics, Penzberg

Millipore, Bedford, England
Millipore, Bedford, England
Bioscience, San Diego, USA
Amersham, Heidelberg
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Tracker Tapes RPN 2050 (10 x 15cm) Amersham, Heidelberg
Hyperfilm "™ ECL Amersham, Heidelberg
NuPAGE® Novex®Bis-Tris Gel Invitrogen, Karlsruhe
NuPAGE®LDS Sample Buffer Invitrogen, Karlsruhe
Novex ® Tris Glycin Invitrogen, Karlsruhe
Native Tris —Glycine Sample Buffer Invitrogen, Karlsruhe
New PageRuler ™ Fermentas, St. Leon-Rot

3.1.3 MATERIALIEN FUR DIE ZELLKULTUR

Kulturmedium. RPMI 1640 (Gibco, Paisly, GroBbritannien) mit HEPES (25 mM),
L-Glutamin (2 mM), NaHCO; (2 mM), NaCl (90 mM), Gentamycin (80 mg/L) wurde fiir die
Zellkulturen verwendet und ggf. mit HAT/HT (Hypoxyanthin: 1 x 10* M, Aminopterin:
1 x 107 M, Thymidin 1 x 10 °M) zur Anzucht und Selektion von Hybridomen versetzt. Das
Medium enthielt 10% fetales Kélberserum (FKS), welches vorher 20 min bei 56°C

hitzeinaktiviert wurde.

Zellkulturmaterialien. Fiir die Zellkultur wurden vorrangig Materialien der Firmen
Biochrom, Invitrogen und Sigma-Aldrich verwendet. Freund’s Adjuvans (komplett und

inkomplett) wurde von der Firma Sigma-Aldrich, St. Louis, USA bezogen.

Kulturbedingungen. 37°C, 90% Luftfeuchtigkeit, 5% CO,.
Fir die Standardkultivierung von Zellkulturen wurde der Inkubator HERAcell® 150 von
Heraeus® (Kendro Laboratory Products GmbH, Langenselbold) verwendet.

3.14 ZELLLINIEN

Es wurde mit den in Tabelle 4 aufgefiihrten Zellen bzw. Zelllinien gearbeitet.

3.1.5  ANTIKORPER
Primérantikorper gegen CLN6 wurden im Rahmen der Arbeiten generiert. Zusétzlich wurde
zur Detektierung des endoplasmatischen Retikulums (ER) Kaninchen-anti-PDI als ER-Marker

eingesetzt sowie Sekundérantikdrper (vgl. Tab5).



Tab. 4: Zelllinien und Bakterienstimme.
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P3X63Ag8.653 HAT-sensitive, murine Myelomzelle P3X63-Ag8.653. Es besteht bei
dieser Zelllinie ein Defekt im Salvage pathway der Nukleotidsynthese.
Zellen dieser Linie fehlt das Enzym Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-
Tranferase (HGPRT) (Kearny et al., 1979) zur Resynthese von
Nukleotiden. Somit kann bei Blockade des Haupt-Syntheseweges die
Pyrimidin- und Purinsynthese nicht erfolgen.

PC-3

HelLa

HEK-293

Entwickelt aus einem Adeno-Karzinom der humanen Prostata
(Kaighn ME et al.,1979).

Zelllinie eines humanen Adeno-Karzinoms der Cervix uteri
(Lorenz, Frederike, 2006).

Humane embryonale Zelllinie, welche durch Transfektion zur

immortalisierten Zelllinie wurde (Harvey M. Shein et al., 1962).

SkBr3

Zelllinie eines humanen Mamma-Adenokarzinoms

(Fogh et al., 1977, Osmak et al., 1997).

SH-SY5Y

E. coli
XL 1-Blue

Humane Neuroblastom Zelllinie (Biedler ef al., 1978).

E. coli —Stamm XL1-Blue ist besonders geeignet als Vektor-Zelle,
bei denen aufgrund eines ,,Inserts* die Sequenz fiir die Galaktosidase

fehlt. Eine an den Zellstoffwechsel von Galaktose gekoppelte Farbreaktion
der Zelle ist gehemmt, welche damit Zellen mit freien Vektoren anzeigt
(Sambrook et al., 1989, de Gregorio, Nicolaus, 2010).

Tab. 5: Eingesetzte Antikorper.

Priméirantikérper Spezies Hersteller Verdiinnung
anti-PDI Kaninchen Acris, Herford 1:1000
Sekundirantikorper

anti-Maus-1gG, Kaninchen Dianova, Hamburg 1:5000 - 1:10000
Fey-spezifisch,

HRP-markiert

anti-Maus-1gG (H+L), | Ziege Invitrogen, Karlsruhe | 1:400 - 1:600
Cy3-markiert

anti-Maus-1gG, Ziege Invitrogen, Karlsruhe | 1:400 - 1:600

Alexa 488-markiert
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3.1.6 PROTEINE UND PEPTIDE

Tab. 6: Verwendete Peptide und Proteine.

Rekombinante Proteine Grolle MM Hersteller
CLNG6, mit GST-Tag 551 AS 62,9 kDa Abnova, Taiwan
Peptide Sequenz Anzahl AS Hersteller
synthetische CLN6-Peptide - MEATRRRQHLGATG- 14 EMC, Tiibingen
(als PamCys- oder als Lysin- - NPIIKNLKPETLID- 14

Peptide) -WVAWLWNDPVLRKKYP- 16

3.2, GENERIERUNG MURINER MONOKLONALER ANTIKORPER

3.21 PRINZIP DER GENERIERUNG MONOKLONALER ANTIKORPER UND
SELEKTION VON HYBRIDOMZELLEN

Zur Generierung monoklonaler Antikérper wurde ein 1975 von Kohler und Milstein
vorgestelltes Prinzip angewendet (Kohler & Milstein, 1975). Milzzellen, welche Antikdrper
gegen ein gewiinschtes Antigen produzieren, werden mit Myelomzellen P3X63Ag8.653
fusioniert. Danach weist die generierte Zelle die von der Milzzelle erlangte Eigenschaft der
Antikorperbildung auf, gepaart mit der fiir die Tumorzelle typischen, unendlichen
Teilungsfahigkeit. Durch die Blockade des Hauptstoffwechselwegs der Nukleotidsynthese im
HAT-Medium sterben nicht fusionierte Myelomzellen aufgrund des defekten
Reservestoffwechselweges der Purin- und Pyrimidin-Biosynthese (HGPRT) ab und fithren
somit zur Selektion von Hybridomen. Das im HAT-Medium enthaltene Thymidin und
Hypoxanthin wird von den Hybridomzellen zur Pyrimidin- und Purinsynthese iiber den
HGPRT-Syntheseweg genutzt, denn sie verfiigen iiber den Salvage-Pathway fiir die
Pyrimidin- und Purin-Wiederverwertung (Peters J. & Gieseler R, 1990).

3.2.2 ANTIGEN

Bei den Antigenen, welche zur Immunisierung der Méduse verwendet wurden, handelte es sich
um Peptide der bekannten humanen CLN6 AS-Sequenz. Hinsichtlich mdglicher
Angriffspunkte fiir Antikorper gegen CLNG6-Sequenzabschnitte wurden Abschnitte
ausgewaihlt, die auf der AuBlenseite der ER-Membran liegen. Sequenzhomologien mit anderen
Proteinen mussten weitestgehend ausgeschlossen werden. Besonders galt dies fiir Proteine der
CLN-Familie. Zum Ausschluss von Homologien zwischen den Sequenzen der ausgewéhlten
Peptide und der Sequenzen bekannter Proteine der CLN-Gruppe wurden verschiedene
Datenbanken genutzt (u.a. Vergleichsprogramm der Rothen AG). Die ausgewdhlten Peptide

wurden durch die Firma EMC microcollections aus Tiibingen hergestellt.

3.2.3 TIERE UND TIERHALTUNG

Es wurden BALB/c-Méiuse aus hauseigener Zucht verwendet. Die Tiere wurden in Zweier- bis
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Fiinfergruppen in Macrolonkifigen gehalten. Sie wurden mit handelsiiblichem Futter fiir
Maiuse sowie Wasser erndhrt. Beides wurde ad libitum verabreicht. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden 4 Méuse zur Herstellung monoklonaler Antikdrper verwendet. Dabei wurde streng auf
die im Tierschutzgesetz vorgegebenen Haltungsvorschriften und die Verfahrensweisen

geachtet.

3.2.4 IMMUNISIERUNG

Zur Immunisierung der Méuse fiir die Antikdrpergenerierung miissen die entsprechenden
Antigene dem Immunsystem présentiert werden. An Carrier gekoppelte Antigene sind deutlich
immunogener als ungekoppelte Antigene. Als Carrier stehen neben Thyreoglobulin,
polymeren Harzen, sowie Aminosduren, noch eine Reihe weiterer Substanzen zur Verfiigung
(Jennings, 1995). Im Rahmen dieser Arbeit wurden PamCys-gekoppelte Peptide eingesetzt
(vgl. Abb.3).

Mit diesem Lipopeptid war im Vergleich zu anderen Adjuvantien eine stirkere Immunantwort
zu erwarten (Kellner et al., 1992). In den anschlieBenden Boosterungen wurden ebenfalls die
an PamCys gekoppelten Peptide verwendet. Jede Maus erhielt mit der Erstimmunisierung 25
pg jedes gekoppelten CLN6-Peptids als Gemisch. Die verabreichte Emulsion bestand aus
einer Mischung von 2 Fraktionen:

1. Peptide geldst in 200 uL NaCl (0,154 M) und

2. 300 puL komplettes Freund’s Adjuvans.

(CHz)14 CH3

S

CH3(CHz)14

7

0

CH3(CHz)14

Abb. 3. Strukturformel des Lipopeptids PamCys.

Beide Bestandteile wurden mittels Vortexer mindestens 10 Minuten gut gemischt bis eine
Emulsion entstand. Jede Maus erhielt 0,5 mL der Emulsion intraperitoneal injiziert. Nach 6

Wochen erhielt jede Maus noch einmal 20 pg der CLN6-Peptide mit inkomplettem Adjuvans.
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Nach weiteren 2 Wochen fand eine Titer-Kontrolle statt und es wurde in Abhéngigkeit von der
Hoéhe des spezifischen Titers eine zweite Auffrischung mit Injektionen von 20 pg der in NaCl
gelosten CLN6-Peptide pro Maus vorgenommen. Die Boosterung fand 1 Tag vor der
Milzentnahme statt. Die Immunantwort wurde mittels eines Enzyme-Linked Immunosorbent

Assay (ELISA) tiberpriift.

3.2.5 GEWINNUNG VON FEEDERZELLEN

Makrophagen haben vielfdltige Eigenschaften, welche in der Zellkultur nutzbar sind. Sie
phagozytieren Zelltriimmer und sezernieren proliferationsfordernde Faktoren, unter anderem
B-Zell-stimmulierendes IL6. So konnte gezeigt werden, dass IL6 beim multiplen Myelom die
Proliferation begiinstigt (Kishimoto T., 1989). Die Makrophagen wurden aus dem Bauchraum
einer Maus gewonnen. Der Bauchraum wurde inzidiert und der Peritonealraum mit HAT-
Medium gespiilt. Die im wiedergewonnenen Medium befindlichen Makrophagen wurden
isoliert gezéhlt und auf 1 x 105 mL RPMI 1640 eingestellt. 100 pL der

Makrophagensuspension wurden in jede der 96 Kavititen der Zellkulturplatten gegeben.

3.2.6 FUSION

Es wurden 4 Flaschen mit 50 mL RPMI 1640-Medium mit Myelomzellen P3X63AG8.653
beschickt. Versorgt wurde mit RPMI 1640-Medium mit FKS (10%) 3 Tage und 1 Tag vor der
Fusion, damit sich die Myelomzellen am Fusionstag in der exponentiellen Wachstumsphase
befanden. Vorbereitend wurden die Tumorzellen am Fusionstag 4 x mit FKS-freiem Medium
gewaschen und zur Reduzierung der Erythrozyten im Milzgewebe der Maus fand ca. 30
Minuten vor Entfernung der Milz eine Blutentnahme aus der Schwanzvene statt. Es wurden
dabei ca. 0,5 mL Blut gewonnen. Nach Lagerung des geronnenen Blutes {iber Nacht bei 4°C
wurde die Probe bei 3500 x g =zentrifugiert und das gewonnene Serum zur weiteren
Verwendung bei -20°C kryokonserviert. Die Mause wurden mit CO, eingeschlifert und das
murine Abdomen unter sterilen Bedingungen mit einem medianen Schnitt gedffnet und die
Milz freigelegt. Die Milzzellen wurden aus der Kapsel mit 2 x 10 mL sterilem RPMI 1640-
Medium ohne FKS in einer sterilen 6 cm- Petrischale herausgespiilt. Die in der Suspension
enthaltenen Milzzellen wurden isoliert und in einer Neubauer-Kammer gezéhlt. Danach
wurden die Milzzellen 3 x gewaschen. Fiir die anschlieBende Fusion wurden diese Zellen und
Zellen der Myelomzelllinie P3X63Ag8.653 im Verhdltnis 1:2 in ein steriles

Zentrifugenrohrchen gegeben.
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Mix aus
Milzzellen und P3X63Ag8.653-
Zellen im Verhéltnis 1:2
+ 25 mL serumfreies Medium

Zentrifugation: 200 x g, 10min = Uberstand verwerfen

Zugabe von 1,5 mL PEG 1500 (vorgewédrmt auf 37°C) iiber 1 min

v

1 min Durchmischung durch Drehung des Zentrifugenrohrchens

Unter vorsichtiger, aber stindiger Bewegung Zugabe von
serumfreiem Medium

v

1 mL in der 1. Minute =
3 mL in der 2. Minute =
18 mL in der 3. Minute

v

Zentrifugation der Suspension bei 200 x g, 10 min

v

Inkubation des Pellets fiir 5 min bei 37°C

v

Resuspendierung
------- gesamte Fusion im Wasserbad bei ﬂ 37°C ------

Abb. 4: Schematische Darstellung des Ablaufs einer Zellfusion.

25 ml serumfreies Medium (37°C) wurden dem Gemisch aus Milzzellen und P3X63Ag8.653-
Myelomzellen beigefiigt. Bei 200 x g wurde das Gemisch aus Milz- und Myelomzellen fiir

10 min sedimentiert. Das gewonnene Pellet ist im Wasserbad bei einer Temperatur von 37°C
inkubiert worden. AnschlieBend wurden innerhalb 1 min 1,5 mL PEG 1500 (37°C) in das
Pellet kontinuierlich zugegeben und dabei das Gefal3 vorsichtig gedreht. Nach Beendigung der
PEG-Zugabe, wurde das GefiBl im Wasserbad noch eine weitere Minute gedreht. Das
vorgewarmte Medium RPMI 1640 wurde anschlieend, wie im Schema (Abb. 4) dargestellt,
hinzugegeben. AnschlieBend wurde bei 200 x g zentrifugiert. Bevor der Uberstand entfernt

wurde, sind die Zellen fiir 5 Minuten im Wasserbad inkubiert worden. Das Pellet wurde

anschlieBend vorsichtig in 8 mL HAT-Medium resuspendiert. 1 mL dieser Zellsuspension
wurde mit 39 mL Medium RPMI 1640 verdiinnt. Diese Suspension wurde in 4 mit
Makrophagen vorbeschichteten 96 well-Zellkulturplatten (50 pL pro Kavitédt) ausplattiert,
welche als Mutterplatten bezeichnet wurden. Nicht sofort kultivierte Zellfusionsprodukte

wurden kryokonserviert.
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Nur 10% der
AK-produzieren-
den Hybridome
produzieren
Antikérper mit
der gewlinschten
Spezifitat

ergibt 100-10
Hybriodome

Fusion m .
PEG 1500, 4000 . 8
Viren y ". .
.
-
Milzzellen
aus immu- Hypoxanthin =1,0x 10 *M
nisierter Maus Aminopterin = 1,0 x 10 "M
(Lympho- Thymidin ~ =1,0x10° M
blasten)

Nicht fusionierte Mye-
lomzellen sind nach 10

P3X63 Ag8.653- Aussaat in MTP — 14 d durch HAT-
Selektion eliminiert.

Myelomzelle ca. 200 —300 ul
pro Einzelkultu/r /I\

Selektion und Klonierung
der anti- CLN6-1gG -

. produzierenden Klone
1. Klonierung

Selektion der besten anti-
CLNG6-1gG produzierenden

2. Klonierung Klone

Massenproduktion von Antikorpern

Abb. 5: Schematische Darstellung des Prinzips der Generierung monoklonaler Antikérper.
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3.2.7 KLONIERUNG UND NOMENKLATUR

Nach 2-wochiger Kultivierung der Mutterplatten wurden die Kavititen auf spezifiche CLN6-
Antikorper-produzierende Hybridome im ELISA getestet. Um unerwiinschte IgM-
produzierende Hybridome zu eliminieren, wurde in den ELISAs ausnahmslos gegen den Fcy-
Teil der IgG getestet. Wurden in den einzelnen Kavitdten Zellkulturiiberstande im indirekten
ELISA positiv getestet, war von einem oder mehreren Klonen auszugehen, welche Anti-
CLN6-AK produzieren. Um die Mdglichkeit auszuschlieBen, mehrere Klone aus einer Kavitét
weiter zu kultivieren, wurden mittels limiting dilution Hybridome vereinzelt und damit
kloniert. Nach ca. 14 Tagen Zellkultur in HAT-Medium war von einer volligen Eliminierung
nicht fusionierter Myelom-Zellen auszugehen und es wurde auf HT-Medium umgestellt. Fiir
die Klonierung in einer 96 well-Mikrotiter-Platte wurden pro Kavitdt 100 uL. Medium
vorgelegt. In die erste Kavitit wurden dann 100 pL der Zellsuspension pipettiert. Nach
Mischung mit den 100 pL des vorgelegten Mediums wurden 100 uL. entnommen und in die
nichste Kavitdt der Reihe iiberfiihrt. Dies wurde identisch weitergefiihrt bis statistisch eine
Vereinzelung der Zellen erreicht war.

Die Zellen wurden 2 Wochen mit HAT-Medium unter Zusatz von CS-Nutridoma Cloning
Medium versorgt, um so weiterhin nur fusionierten Zellen ein Wachstum zu ermdglichen.
Nach 2 Wochen konnte auf ein HT-Medium ohne Aminopterin, nach weiteren 7 Tagen auf
Standard-Medium mit FKS (10%) umgestellt werden. Nach 2 Wochen wurden die in Kultur
befindlichen Klone im ELISA auf spezifische Anti-CLN6-Antikdrper kontrolliert. Positive
Klone wurden ein zweites Mal kloniert. Die Klone, die anti-CLN6-Antikdrper produzierten,
wurden schrittweise in 24 well- und 6 well-Platten, spéter auch in Zellkulturflaschen von bis
zu 500 mL Volumen umgesetzt. Schlecht wachsende oder nur wenig Antikdrper-
produzierende Klone wurden subkloniert, indem sie in Konzentrationen von 1 bis 10 Zellen
pro Kavitit in einer 96 well-Platte ausgesdt und von diesen Klonen nur die am besten
wachsenden und Antikdrper produzierenden Zellen weiter kultiviert wurden. Die Nomenklatur
der Klone erfolgte durch eine Zahlen-Buchstabenkombination. Am Anfang steht das Antigen,
welches der Antikorper erkennt. Es folgt die Nummer der Fusion, welche in der Arbeitsgruppe
fortlaufend nummeriert werden und anschlieBend die Nummer der Mutterplatte, auf welcher
der Klon erstmalig nachgewiesen wurde. Danach wurden die genauen Koordinaten der
Kavitdt angegeben. So entspricht Klon ,,CLN6-201-1D10* der 1. Platte mit den Koordinaten
D10 und er entstammte der 201. Fusion der Arbeitsgruppe.
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3.3 KULTIVIERUNG UND KONSERVIERUNG VON ZELLLINIEN

3.3.1 KULTIVIERUNG VON HYBRIDOMZELLEN UND TUMORZELLEN
Schnelles Auftauen der Zelllinien verhinderte schidigende Wirkungen des DMSO-Einfrier-
mediums. Die Zellen wurden aus dem FEinfriergefdl unter sterilen Bedingungen in
Zellkulturflaschen {berfiihrt, gefiillt mit 250 mL RPMI 1640. Im Rahmen dieser
Untersuchungen wurde mit den in Tab. 4 aufgefiihrten Zelllinien gearbeitet. Bei 80%
Zellkonfluenz wurden die adhdrenten Zellen mechanisch geldst, in Kulturmedium
resuspendiert und erneut kultiviert. Fiir die weitere Verwendung wurden die Tumorzellen mit

PBS gewaschen oder ggf. der Kryokonservierung zugefiihrt.

3.3.2 KRYOKONSERVIERUNG

Von den nicht sofort bendtigten Fusionsprodukten oder Zellen wurden 1 x 10°Zellen pro mL
in Einfrierrdhrchen gefiillt und mit 1 mL Einfriermedium (90 % [v|v] FKS und 10 %[v/v]
DMSO) versetzt und schonend in einer Thermobox bei -196°C eingefroren. Dadurch konnte
eine Temperaturabsenkung von ca. 1°C pro Minute erreicht werden. Beim Auftauen von
kryokonservierten Zellen wurde in ein 15 mL -Zentrifugenr6hrchen HAT-Medium vorgelegt.
Die eingefrorenen Klone sind bei 37°C schnell aufgetaut worden und wurden in das
vorbereitete HAT-Medium getropft. Nach Zentrifugation bei 300 x g wurde der Uberstand
verworfen. Das Pellet ist mit 1 mL Medium resuspendiert worden und wurde in ein

vorbereitetes Kolbchen mit HAT-Medium tiberfiihrt.

3.4 PROTEINCHEMISCHE METHODEN

34.1  ANTIKORPER-AFFINITATSCHROMATOGRAPHIE

1987 konnte gezeigt werden, dass bestimmte bakterielle Proteine eine besonders ausgeprégte
Affinitit fiir Immunglobuline aufweisen (Nilson et al., 1987). Zum Beispiel bilden
Streptokokken der Serogruppe G das Protein G (47,5 kDa), welches aus 448 Aminosduren
aufgebaut ist (Uniprot P06654). Es besitzt am C-Terminus 2 oder 3 homologe
Bindungsdomainen (Typ III Fc-Rezeptor) mit besonderer Affinitit zur Fc-Region von
Immunglobulinen, insbesondere zur Fc-Region des IgG. Die ebenfalls ausgeprigte Affinitét
des nativen Protein G zum Albumin konnte im rekombinanten Protein G (35kDa) deutlich
reduziert werden, bei gleichzeitig erhaltener Affinitit zum Fc-Teil der IgG. Durch Kopplung
von Fc-Region-affinem Protein G an Sepharose ist es moglich, Antikorper mit Hilfe der
Affinititschromatographie zu binden und so aufzureinigen (Akerstrom et al, 1985). Die
verwendete Protein G-Sepharose weist eine Bindungskapazitit von 25 mg humanem oder 7
mg murinem IgG pro mL Protein G-Sepharose auf. Fiir die Affinitdtsreinigung der murinen
Antikorper aus Zellkulturiiberstinden, wurde das Low Pressure Liquid Chromatography
System (Bio-Rad Laboratories, Miinchen) verwendet. Die durch die Hybridomzellen
gebildeten Antikorper wurden in das Zellkulturmedium abgegeben. Bei Durchfluss der

gesammelten Hybridomkulturiiberstinde durch eine mit Protein G-Sepharose beladene Saule
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werden die murinen IgG an das Protein gebunden, wihrend andere Proteine und Substanzen

nicht gebunden werden.

Tab. 7: Protein G-Affinititschromatographie: Puffer.

Startpuffer Neutralisationspuffer Elutionspuffer
?OHm;\/g))I\Ia-Phosphatpuffer, I M Tris-HCL, (pH 9.0) 0.1 M Glycin-HCL
p’ (pH 2,7)

Eine mit Protein G-Sepharose gefiillte Séule (1 ml) wurde mit 10 mL Startpuffer dquilibriert.
Der gesammelte Zellkulturiiberstand wurde bei 7000 x g fiir 10 min zentrifugiert. Der
erhaltene Uberstand ist mit dem 5 fachen Volumen Startpuffer (pH 7,0) verdiinnt worden,
bevor das Gemisch mit 1 mL pro Minute durch die mit Protein G-Sepharose geladene Saule
gepumpt wurde. Nach Durchlauf der Probe wurde die Sédule mit Startpuffer gespiilt.
Unspezifisch gebundene Proteine wurden so weitestgehend entfernt. Die Elution der
Immunglobuline erfolgte mit Glycin-HCI-Puffer (pH 2,7). Die eluierten Antikorper wurden in
50 pL Neutralisationspuffer (pH 9,0) fraktioniert aufgefangen. Die Elution des Antikdrpers
wurde photometrisch bei 278 nm registriert und dokumentiert. Das Eluat wurde bei 4°C fiir

48 h gegen PBS (pH 7,4) dialysiert (siehe Pufferlosungen in Abb. 7).

3.4.2 PROTEINBESTIMMUNG NACH BRADFORD

Die 1976 von M. Bradford (Bradford M, 1976) vorgestellte Methode der quantitativen
Konzentrationsbestimmung von in Ldsung befindlichen Proteinen beruht auf einer
Verianderung des Absorptionsmaximums des Coomassie Brilliant Blau G-250 in Abhéngigkeit
von seiner Bindung an Proteine. Das Maximum der Absorption befindet sich bei Bindung an
Proteine im Bereich von 595 nm (rot-braun) und ohne Bindung an Proteine bei einer
Wellenldnge von 465 nm (blau). Es wurde der Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories,
Miinchen) nach Bradford verwendet. 10 pL Proteinlésung und 490 pL 1:5 verdiinntes Dye-
Reagenz wurden eingesetzt. Die Inkubation dauerte 5 min und danach wurde die Absorption
bei 595 nm gemessen. Die Standardkurve wurde mit bovinem Gammaglobulin (0,04 mg/mL
bis 1,34 mg/mL) erstellt. Zur Einstellung einer standardisierten Konzentration musste der
gereinigte Antikorper eingeengt bzw. verdiinnt werden. Durch 15- bis 30-miniitige
Zentrifugation bei 5000 x g in Amicon ® ultra-15 50000 NMWL Zentrifugenréhrchen, bzw.
durch Verdiinnen mit PBS, wurde die Konzentration der Antikdrper auf 1 mg/mL eingestellt.

Durch Zugabe von Thimerosal (0,01%) ist die Konservierung iiber Monate mdglich.

3.4.3 ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA)
Der indirekte ELISA (Tab. 8) wurde im Rahmen des Nachweises von IgG-produzierenden

Hybridomzellen verwendet.



Tab. 8: Indirekter ELISA: Nachweis spezifischer anti-CLN6-mAKk.
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Ablauf Puffer
Beschichtung 50 pL pro Kavitét synthetischer | TBS
CLNG6-Peptide gelost in TBS 20 mM Tris-HCIl,
(5 pg/mL TBS) 154 mM NaCl
(tiber Nacht bei 4°C) (pH 7,5)
Waschen
3 x mit Spiilpuffer
Blockierung 200 pL Blockldsung pro Kavitit | Spiilpuffer NaCl-Tween ®
154 mM NaCl
(30 min Raumtemperatur) Tween® 20 (2% [v/V])
Waschen

3 x mit Spiilpuffer

1. Immunreaktion

Waschen

20 uL ELISA-Puffer vorlegen
plus

30 uL Hybridom-
Kulturiiberstand pro Kavitét
(90 min, Raumtemperatur)

3 x Spiilpuffer

ELISA-Puffer
Tween® 20 (0,05% [v/v])
in TBS (pH 7,5)

2. Immunreaktion

50 pL pro Kavitét anti-Maus-
IgG-Fcy-HRP (1:5000) gelost in
ELISA-Puffer

(60 min, Raumtemperatur)

Block-Puffer

3 g Magermilchpulver,
0,5 % Triton X-100

in 100 mL Spiilpuffer

Waschen
3 x Spiilpuffer

Quantifizierung 50 pL pro Kavitiat ABTS- Substrat-Puffer

Messwellenldnge Chromogen-Ldsung 3,25 mM Na-Perborat

405 nm (45 min Raumtemperatur) 39,8 mM 2-Hydroxy-

propan-1,2,3-Tricarbonsiure,

Nachweis des Immunkomplexes | 60 mM Na,HPO, (pH 4,4)

3.44 SDS-PAGE

Zur Auftrennung von Proteinen wurde ein diskontinuierliches SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophoresesystem gewéhlt (Laemmli, 1970). Durch den Molekularsiebeffekt kommt es
in der Polyacrylamidmatrix zu einer Auftrennung der Proteinfraktionen aufgrund ihrer
unterschiedlichen Mol-Massen. Zur Vorbereitung der Probe erfolgte die Zugabe von SDS-
Probenpuffer (10% Glycerol[v/v]; 2,3% SDS [w/v]; 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8). Danach wurden
die Proben auf 95°C fiir 5 min erhitzt und damit die Proteine denaturiert. Zur Trennung von
Disulfidbriicken wurde den Proben Mercaptoethanol (10 % [v/v] ) hinzugefiigt. Es wurden
Gelelektrophoresen mit Probenauftragung iiber die gesamte Breite des Gels durchgefiihrt,
sowie Auftrennungen von in Geltaschen aufgetragenen Proben. Bei Auftragung tiber die
gesamte Breite wurden 500 pL Probe verwendet und fiir eine einzelne Geltasche 50 pL. Die
Gele hatten unterschiedliche Acrylamidkonzentrationen (7,5 bzw. 15% fiir die Trenngele und
5% fiir das Sammelgel (vgl. Tab 9 a). Die Auftrennung erfolgte unter den in Tab. 9 b

dargestellten Bedingungen.
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Tab. 9: Gelelektrophorese nach Laemmli: Reagenzien a) und Laufbedingungen. b).

i Sammelgel | Trenngel, | Trenngel, .
a) Reagenzien & & & b) Laufbedingungen
15,0 % 7,5 %
Zeit: 90 min
Acrylamid-Losung Stromstirke: 20 mA
. > . Puffer: 25 mM/200 mM
0/ . 0,
Acrylamid 30 %; Bisacrylamid 0,8 % | 1,5 mL 15 mL 7,5 mL Tris-Glycin-Puffer
Trenngelpuffer 7,5 mL 7,5 mL (PH 6.8)
1,5 M Tris / HCI (pH 8,8)
Sammelgelpuffer 2,5 mL
0,5 M Tris/ HCI (pH 6,8)
Aqua dest. 6,0 mL 7,5ml 15 mL
TEMED 10 pLL 20 mL 20 pL
Ammoniumpersulfat 60 pLL 100 pLL 100 pLL

(APS) 10 %

345 NUPAGE®-GEL-SYSTEM

Es wurden auch NuPAGE®-Gradienten Gele der Firma Invitrogen verwendet. Durch die
Verwendung von Gradientengelen wurde eine schérfere Trennung der Proteine in einem
breiten Molmassenbereich moglich. Die Acrylamid-Konzentration lag zwischen 4 und 12 %.
Es wurde im 3-(N-morpholino)propanesulfonic acid (MOPS)-Puffer-System (pH 7,0)

geblottet. Es wurde eine konstante Spannung von 200 V angelegt.

3.4.6 IMMUNOBLOT-ANALYSE

Der spezifische Nachweis von Proteinen nach elektrophoretischer Auftrennung gelingt mittels
Immunoblot-Analyse. Die auf Towbin zuriickgehende Methode (Towbin et al., 1979) beruht
auf der Visualisierung von Proteinen, welche nach Elektrotransfer auf
Nitrozellulosemembranen abgelagert werden. Es wurde dafiir auf ein Tank-Blot-System
(Trans-Blot®, Electrophoretic System, Bio-Rad, Miinchen) zuriickgegriffen. Bei einer
konstanten Stromstérke von 350 mA wurde fiir 90 min im Eisbad geblottet. Der Transfer der
Proteine wurde mit einer 2% Ponceau-Losung iiberpriift. Anschliefend wurden freie
Proteinbindungsstellen auf der Nitrozellulosemembran fiir 1h mit Magermilchpulver in TBS
3% [w/v] mit 0,5% Triton-X-100 blockiert. Die Membran wurde mit dem Primérantikorper
(1:50 in TBS) iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde 3x mit TBS
gewaschen und der in TBS geloste HRP-gekoppelte sekundédre Antikdrper wurde fiir 1 h auf
die Membran gegeben. Zur Entfernung von unspezifisch gebundenem Antikorper wurde die
Nitrozellulose 3x gewaschen. Zum Nachweis eines Immunkomplexes wurde die Membran mit
dem Lumi-Light Immunoblotting Substrate nach Herstellerangaben behandelt. Fiir die Nitro-
Blue-Tetrazolium-Entwicklung wurde die Membran anschlieBend mittels TBS-Waschung von
anhaftenden Lumineszenz-Reagenzien befreit. Es wurden 6 mg Nitro-Blue-Tetrazolium und

20 mg NADH; in je 10 mL TBS geldst und im Verhéltnis 1:1 gemischt. Nach Zugabe von 10
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pL Phenol und 10 pL H,0, wurde die Membran unter Lichtausschluss fiir 7 Minuten
entwickelt. Abgestoppt wurde die Reaktion mit der Zugabe von Leitungswasser. Ein Film

(Hyperfilm) dokumentierte die Chemolumineszenz-Reaktion.

35 IMMUNZYTOLOGIE

Die immunzytochemischen Untersuchungen wurden an einer Mamma-Karzinom-Zelllinie
(SkBr3) durchgefiihrt. Es wurden Objekttrdger in sterilen Petrischalen platziert und mit je
1 mL Polylysin beschichtet und fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Spiilung
der Objekttrager mit Medium wurden die Zellen darauf ausgesét. Nach Inkubation {iber Nacht
im Brutschrank waren die Objekttrager mit Tumorzellen zu ca. 60 - 80% bewachsen. Danach
wurde die Obekttriger vorsichtig mit PBS gespiilt. Die Objekttrager wurden mit 1000 pL einer
PFA-Losung (4%) fiir 10 min bei Raumtemperatur (RT) zur Zellfixierung benetzt. Die PFA-
Wirkung wurde mit der Zugabe einer Glycinlosung abgestoppt. Nach Entfernung der
Glycinlosung wurden die Zellen und die Zellorganellen durch Zugabe von 0,5% Triton in PBS
fiir 20 min bei RT permeabilisiert und die unspezifischen Bindungsstellen mit 1% [v/v]
Magermilch/PBS blockiert. 20 pL des gereinigten und in PBS gelosten Antikérpers wurden in
den entsprechenden Verdiinnungen aufgetragen und die Objekttriger sind fiir 60 min bei RT
in einer feuchten Kammer inkubiert worden. Nicht gebundene Antikdrper wurden mit einer
Magermilchspiilung 1% [v/v] abgewaschen und danach der Sekundirantikorper (Alexa
488/Cy3-markiert) gelost in Magermilch 1% [v/v]/ PBS aufgetragen. Die Reaktion erfolgte
unter Lichtausschluss. Die anschlieBende Entwisserung der Prdparate wurde durch Zugabe
von Ethanol (96%) und Fixierung mit Mowiol (5% Mowiol [w/v] 30% Glycerol [v/v] 0,25%
DABCO [w/v]) erreicht. Die Aushértung erfolgte bei 4°C. Das Eindeckelungsmedium enthielt
Hoechst 33258 fiir die Farbung der Zellkerne. Die Anfertigung der Fluoreszenzautnahmen
erfolgte mit einem Nikon Eclipse E 600 Mikroskop und einer Vosskiihler CCD-1300-QLN-
Kamera mit Apo TIRF-Objektiv (60 x/1,49 in Ol). Aufnahme und Speicherung erfolgten mit
NIS-Elements AR 2.30 MuTech MV 1500, Lucia G/F Version 4.71.

Tab. 10: Immunzytologie: Reagenzien.

Poly-Lysin-Bromid 0,5 mg/mL Magermilch 1% [v/v] in PBS
Rabbit anti-human PDI AK P4HB anti-Rabbit-AK, Alexa- 488
Paraformaldehyd 4 % in PBS Hoechst 33258

50 mM Glycinlésung (PBS)
Rabbit anti-Mouse IgG-Antibody, Cy3 conjugate

3.6 IMMUNHISTOLOGIE

3.6.1 IMMUNHISTOLOGISCHES VERFAHREN
Durch immunhistologische Fiarbungen und Untersuchungen kdénnen spezifische chemische

Verbindungen insbesondere Peptide und Proteine sowie andere Strukturen in histologischen
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Priparaten durch eine Antigen-Antikdrper Reaktion nachgewiesen werden (Welsch, 2003). In
den immunhistologischen Untersuchungen wurde der an das Antigen gebundene Antikorper
CLN6-201-1D10 mit einem sekundéren Antikorper anhand dessen Farbreaktion mit DAB und
Hematoxylin visualisiert. Die verwendeten Prdparate wurden aus dem Routine-Eingangs-
material ausgewihlt. Die OP-Préparate wurden mindestens 24h in gepufferter Formalinlosung
fixiert. Danach wurde das zugeschnittene Gewebe im Einbettautomaten entwissert und in
60°C warmen Paraffin in Histokassetten eingebettet, geschnitten und auf Objekttrager
aufgezogen, bevor die Fiarbung automatisiert und reproduzierbar (Bond Max von Leica)
durchgefiihrt wurde. Die Auswertung erfolgte am Durchlichtmikroskop. Die Priparate wurden

vom Institut fiir Pathologie des Krankenhauses Martha-Maria Halle/Ddlau bereitgestellt.

3.6.2 AUSWAHL DER PRAPARATE

Unter Berticksichtung, dass Lipofuszinosen zur intrazelluldren Speicherung proteolipoider
Substanzen fiihren, konnte hypothetisch angenommen werden, dass die funktionellen
Schwerpunkte der CLN-Proteine im Fett- oder Protein-Stoffwechsel liegen. Aufgrund dieser
Annahme und des positiven immunzytochemischen Nachweises in der Mamma-CA-Zelllinie
SkBr3 wurde die weibliche Brust fiir die immunhistologischen Untersuchungen ausgewahlt.
Daneben wurden weitere Gewebe ausgewéhlt, welche einerseits Funktionen im Lipid/Protein-
Stoffwechsel aufweisen (Laktation der Mamma, Talgproduktion der Haut) und andererseits
primdr diese Funktion nicht haben. Deshalb wurden Gewebeschnitte der Haut und der
weiblichen Brust herangezogen und diese vergleichend mit Gewebe der Glandula Parotis, des
Magens, der Haut, der Hypophyse und des Colons immunhistologisch untersucht. Aulerdem
wurde cerebrales Gewebe des Kleinhirns aus Autopsiepridparationen verwendet, da
Hirngewebe eine umfangreiche histologische Degeneration im Krankheitsverlauf aufweist.
Daneben wurde auch Gewebe aus Niere, Skelettmuskel und Leber untersucht, da hier verstarkt

Fragmente der CLN6-DNA nachgewiesen wurden (Gao et al., 2002, Wheeler et al 2002).



32

3.6.3 ABLAUF DER IMMUNHISTOLOGIE

® Aufziehen der Sum-Schnitte auf mit Ge- ® Trocknung bei 60°C (20 min)
webekleber beschichtete Objekttrager
(OT)
Einlage in den Bond-Max-Immunfiirbeautomaten
® Dewax Solution bei 72°C 3x * Bond Wash Solution (3x 2 min)
* Entparaffinierung mit Isopropanol 3x ® Polymer Solution (1x 8 min)
* Bond wash solution 3x * Bond Wash Solution (2x 2 min)
* Epitope Retrieval Solution 2 bei 100°C * Bond Wash Solution (3x 2 min)
(1x 20 min) ® Polymer Solution (1x 8 min)
* Bond Wash Solution (3x 2 min) * Bond Wash Solution (2x 2 min)
® Peroxidase Block (Ix 5 min) * Aqua dest.-Spiilung
* Bond Wash Solution (3x 2 min) ¢ Mixed DAB Refine
® Primérantikérper 1D10 1:50 Solution (1x 10 min)
(1x 20 min) * Aqua dest. -Spiilung
* Bond Wash Solution (1x 5 min) * Hematoxylin (1x 3 min)
® Post Primary Solution (1x 8 min) * Aqua dest.-Spiilung (1x 3 min)
* Bond Wash Solution
® Aqua dest. Spiilung
3.7 METHODEN DES ZELLAUFSCHLUSSES

Die Zellpermeabilisierung soll den Nachweis von Proteinen ermdglichen, welche in
Membranen oder im Zytosol lokalisiert sind. Durch Permeabilisierung von Membranen der
Zelle und der Zellorganellen werden intrazelluldre Proteine fiir Antikorper zugénglich. Es

wurden mehrere Zellaufschlussverfahren im Rahmen der Untersuchungen angewendet.

3.7.1 ZELLAUFSCHLUSS MIT LYSIS-PUFFER

Durch das nichtionische Reagenz Triton X-100 konnen Zellmembranen permeabilisiert
werden. Das durch Zentrifugation konzentrierte Zellpellet wurde mit PBS 3 x gewaschen und
danach mit 4 mL Lysispuffer versetzt und 30 min bei RT inkubiert. Nach der Zentrifugation

stand der Uberstand fiir weitere Untersuchungen zur Verfiigung.

Tab. 11: Zellaufschluss mit Lvsis-Puffer: Reagenzien.

Triton X 100 1 % [v/v],
PIC,

SDS 0,4 % [v/w],

10 mM Tris/HCI pH 8,0

3.7.2 ZELLAUFSCHLUSS MIT DIGITONIN
Durch Digitonin wird eine Permeabilisierung der Zellmembran erreicht. Durch héhere
Konzentration des Digitonins kann die gesamte Zelle lysiert werden und es wird dadurch ein

breiteres Spektrum an Proteinen frei. Das Zellpellet wurde 3 x mit Phosphatpuffer gewaschen
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und danach bei 1200 x g zentrifugiert. Die gewaschenen Zellen sind mit dem Aufschlusspuffer
versetzt worden und wurden anschliefend fiir 15 min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte die
Zentrifugation bei 4 °C  mit 10000 x g fiir 40 min. Der Uberstand wurde fiir die

Immunprézipitation verwendet.

Tab. 12: Digitonin-Aufschlusspuffer (pH 7,5): Zusammensetzung.

250 mM Saccharose 1,5 mM MgCl,

20 mM HEPES 1 mM EDTA

10 mM KCl 1 mM EGTA

8 mM DTT 1 Tablette PIC

Digitonin 20 mg pro mL Puffer fiir die

Permeabilisierung von Membranen
200 mg pro mL fiir die Zelllyse
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4. ERGEBNISSE

4.1 AUSWAHL DER PEPTIDE FUR DIE IMMUNISIERUNG

Das Protein CLN6 wurde unter Beriicksichtigung seiner Anordnung innerhalb der ER-
Membran betrachtet. Es besteht aus 7 transmembranen Domainen. Die in das ER-Lumen oder
ins Zytosol gerichteten Proteinabschnitte bieten sich fiir Immunisierungen an. Wie in Abb. 6
dargestellt wurde zusidtzlich auf das Vorkommen von immunogenen aromatischen und
aliphatischen Aminosduren in den oberfldchlichen Abschnitten des Proteins geachtet (z.B.
Tryptophan oder Isoleucin). Peptide dieser als immunogen betrachteten Sequenzabschnitte
wurden synthetisiert (Merrifield 1963, 1965; Merrifield und Stewart 1965). Gekennzeichnet
sind die Peptidsequenzen, gegen die immunisiert wurde und gegen die Antikorper generiert
wurden, in Abb.6. Die Sequenz von Peptid I ist rot gekennzeichnet, weil gegen das Peptid

keine Antikorper generiert werden konnten.

NH2

Peptid 1: -MEATRRRQHLCATC-

Zytosol

Lumen
(endoplasmatisches Retikulum)

Peptid 2: -NIPHKLNKLPE- f /

Peotid 3: -WVAWLWHDPVIRKKYP-

Abb. 6: Die Struktur von CLN6. Lokalisation der synthetisierten Peptide.
(Nach Wheeler et al., 2002 und Heine, 2003)

4.2 MONOKLONALE ANTI-CLN6-ANTIKORPER

Die immunsisierten Balb/C-Méuse (vgl. 3.2.4) wiesen nach ca. 10 Wochen eine positive
Immunantwort auf. Die mit der Tumorzelllinie P3X63Ag8.653 fusionierten Milzzellen
wurden ausgesiht und kultiviert (vgl. 3.2.5-3.2.7). Die Uberstinde der einzelnen Kavititen
wurden auf CLN6-Antikorper getestet. Um die Isolierung nicht gewlinschter IgM- Klone
auszuschlieBen, wurde ausnahmslos gegen Immunglobuline der Klasse G getestet. Es konnten
in der Fusion 201 mehrere anti-CLN6-mAK-produzierende Hybridome identifiziert und
anschlieBend kloniert werden. Die stabilsten Klone, CLN6-201-1D10, CLN6-201-2B2,
CLN6-201- 3A10
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der Fusion 201 und 147-CLN6-4D7 (vgl. Tab. 13)welche die reaktivsten Antikorper

produzierten, wurden im Folgenden Funktionsnachweisen unterzogen.

Tab. 13: Generierte Antikorper

Antikorper 3A10 4D7 1D10 2B2
Isotyp IgG2b/k IgG1/k IgG2b/k IgG1/k
Detektierte -NPIIKNLKPETLID- -WVAWLWNDPVLRKKYP-
AS-Sequenz Peptid 2 Peptid 3

4.3 FUNKTIONSNACHWEISE DER ANTI-CLN6-ANTIKORPER

4.3.1 FUNKTIONSNACHWEIS IM ELISA
Nach Aufreinigung und Einstellung auf 1mg/mL wurden Funktionsnachweise durchgefiihrt.
Bei Beginn der Arbeiten stand CLN6 nicht als Gesamtprotein zur Verfligung. Daher musste

im ELISA gegen die Peptidsequenzen getestet werden, welche zur Immunisierung genutzt

wurden.
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Abb. 7: ELISA. Anti-CLN6-positive Hybridome der Fusion 201.

4.3.2 IMMUNOBLOTANALYSE

Im Immunoblot sollte zelluldr vorkommendes CLN6 nachgewiesen werden. Besonders im
Hinblick auf das Zellaufschlussverfahren wurden mehrfach Modifikationen vorgenommen. So
wurde auch das Frier-Tau-Verfahren angewendet. AuBlerdem wurden membranauflosende
Detergentien (u.a. Digitonin) eingesetzt. Dadurch wurden Immunoblots mit einem geringen

Lysierungsgrad von Zellen und Zellorganellen durchgefiihrt, genauso wie vollstiandig lysierte
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Zellen auf CLN6 untersucht wurden. Der Nachweis von CLN6 gelang in der humanen
Nierenkarzinomzelllinie HEK-293 nach komplettem Aufschluss mit Digitonin. Begleitend
wurde zur Generierung von CLN6 die Nierenkarzinom-Zelllinie HEK-293 mit einem
CLN6/GFP-DNA-Konstrukt transfiziert, um eine vermehrte Expression von CLN6 zu
erreichen. Das DNA-Konstrukt wurde von der Arbeitsgruppe von Sara Mole, Laboratory for
Molecular Cell Biology, University College London bereitgestellt. Die transfizierten Zellen
sollten den Protein-Komplex aus CLN6 und GFP iiberexprimieren. Der Nachweis von GFP
gelang fluoreszensmikroskopisch nicht. Auch der Aufschluss der transfizierten Zellen
erbrachte keine eindeutigen Hinweise darauf, dass CLN6 in den transfizierten HEK-293

iiberexprimiert wurde.

4.3.3 REAKTION MIT REKOMBINANTEM CLN6

Im Verlauf der Dissertationsarbeit wurde rekombinantes CLN6 erstmalig kommerziell
angeboten. Dadurch bestand die Moglichkeit, CLN6-Antikorper hinsichtlich Threr Spezifitat
gegeniiber dem CLNG6-Protein zu testen. Es wurden dabei sowohl gereinigte Antikorper (AK)
verwendet als auch Kulturiiberstand (KU) von anti-CLN6-positiven Hybridomen. Die
gereinigten Antikorper sowie die Kulturiiberstinde wurden in verschiedenen Verdiinnungen

aufgetragen.

IMMUNOBLOT

Nachweis von rekombinantem CLN6 mit den generierten monoklonalen Antikérpern
- -175

-55
(gereinigter AK) (KU) (KU)
1:30 1:10 1:10

1D10 2B2 3A10 Konjugat- kDa

Kontrolle

Abb 8: Immunoblot: Nachweis von rekombinantem CLN6 mit anti-CLN6 mAK.
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175= -175
R Nachweis von Nachweis von CLNG6 25
83= GST-gekoppeltem im HEK-293-Zelllysat -
62 = CLN6 mit mit mAk CLN6-201- -55
475 -4 einem anti-GST 1D10
h Antikorper
(Abnova, Katalog-Nr: -45
32.5= H00054982-P01)
e . 35
1§ = o 11
kDa kDa

Abb. 9: Immunoblot. (v.l.n. r.) mit anti-GST-AK und mAK anti-CLN6-201-1D10.

4.3.4 IMMUNFLUORESZENZ-NACHWEIS VON CLN6

Dem Funktionsnachweis im Immunoblot folgten immunzytochemische Untersuchungen. Die
anti-CLN6-Antikorper wurden hinsichtlich Threr Funktionalitét in der Fluoreszenzmikroskopie
getestet. Es wurde der mAk CLN6-201-1D10 fiir immunzytochemische Unteruchungen
genutzt, weil dieser gegen rekombinantes CLN6 die beste Reaktivitdt zeigte. Die Zelllinie
SkBr3 wurde fiir die Immunzytologie verwendet. Es handelt sich um die HER2-
iiberexprimierende Zellline eines Adenokarzinoms der Mamma. Die Zellen wurden, wie
beschrieben, mit PFA (4%ig) fixiert und mit Triton X-100 permeabilisiert. Der mAk CLNG6-
201-1D10 (Img/mL) wurde in der Verdiinnung 1 : 50 verwendet. Als Referenz wurde ein
Antikorper gegen die ER-stindige Protein-Disulfid-Isomerase (PDI) verwendet, um die
Kolokalisation von CLN6 und PDI im ER darzustellen. Fiir die Beurteilung eines lysosomalen

Vorkommens von CLN6 wurden die Lysosomen mit Lysotracker angeférbt.



38

c)
Abb. 10: Immunfluoreszenz: Nachweis der ER-Lokalisation von CLN6 in SkBr3-Zellen.

a) Kernfarbung mit Hoechst 33258, b) Immunzytochemischer Nachweis von CLN6 mit dem
mAK CLN6-201-1D10. Sekundér-AK: anti-Maus IgG (H+L)-Cy3 (Bioass), ¢)
Immunzytochemischer Nachweis von PDI mit einem anti-PDI-mAK (ACRIS). Sekundér-AK: a
nti-Maus IgG (H-L)-Alexa 488 (BioAss), d) Overlay von a), b) und ¢) zum Nachweis der
Kolokalisation von PDI und CLN6 im endoplasmatischen Retikulum.

D 1) I10)

Abb. 11: Immunfluoreszenz: Nichtlysosomale Lokalisation von CLN6 in SkBr3-Zellen

a) Kernfarbung mit Hoechst 33258, b) Immunzytochemischer Nachweis von CLN6 mit dem
mAK CLN6-201-1D10. Sekundér-AK: anti-Maus [gG (H+L)-Cy3 (Bioass),

¢) Immunzytochemischer Nachweis von PDI mit einem anti-PDI-mAK (ACRIS). Sekundir-AK:
anti-Maus IgG (H-L) Alexa 488 (BioAss), d) Overlay von a), b) und c¢) zum Nachweis der
Kolokalisation von PDI und CLN6 im endoplasmatischen Retikulum.

I) Kernfarbung mit Hoechst 33258, IT) Immunzytochemischer Nachweis von CLN6 mit dem
mAK CLN6-201-1D10. Sekundér-AK: anti-Maus IgG (H+L)-Cy3 (Bioass), III)
Lysosomenmarkierung mit Lysotracker (griin), IV) Overlay von I, 11, III
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c) d)

a)

Abb. 12: Immunfluoreszenz: Nachweis der ER-Lokalisation von CLN6 in SkBr3-Zellen.

b)

a) Kernfarbung mit Hoechst 33258, b) Immunzytochemischer Nachweis von CLN6 mit dem
mAK CLN6-201-1D10. Sekundédr-AK: anti-Maus IgG (H+L)-Cy3 (Bioass), ¢)
Immunzytochemischer Nachweis von PDI mit einem anti-PDI-mAK (ACRIS). Sekundér-AK:
anti-Maus IgG (H-L)-Alexa 488 (BioAss), d) Overlay von a), b) und c¢) zum Nachweis der
Kolokalisation von PDI und CLN6 im endoplasmatischen Retikulum.

Abb. 13: Immunfluoreszenz: SkBr3-Zellen als Konjugat-Kontrolle.

4.3.5 IMMUNHISTOLOGIE

Als weitere Funktionsnachweise wurden immunhistochemische Untersuchungen durchgefiihrt.
Das Gen fiir CLN6 scheint ubiquitdr exprimiert zu werden. Es konnte jedoch gezeigt werden,
dass CLN6 auf mRNA-Ebene in Skelett- und Herzmuskel, in Leber und Niere verstarkt
exprimiert wird (Gao et al., 2002; Wheeler et al., 2002). Ausgehend von diesen Befunden
wurden Gewebe der Niere, der Leber, sowie Schnitte des Skelettmuskels fir die
Immunfirbungen genutzt. Zusidtzlich wurden aufgrund des immunzytochemischen
Nachweises des CLN6-Proteins in HER2-positiven SkBr3-Zellen histologische Praparate der
humanen Mamma fiir die Immunhistologie genutzt. Es handelte sich um Schnittte, welche
gesunde Mammastrukturen aufwiesen sowie Anteile eines duktalen Mamma-CA. Um einen
Uberblick iiber die Expression von CLN6 im humanen Organismus zu gewinnen, wurden
zusitzlich weitere Organe ausgewdhlt, um ein moglichst differenziertes Bild der CLN6-
Expression zu erhalten. Es wurden dafiir Praparate von Schleimhaut der Nasennebenhdhle,

von Magen, Colon, Hypophyse sowie der Haut untersucht.




Abb. 14: Immunbhistologie: mAk CLN6-201-1D10 (Verdiinnung 1:50): Ubersicht.
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4.3.6 NACHWEIS VON CLN6 IN DER IMMUNHISTOLOGIE

Magen: In den Priparaten des Magen-Corpus konnte mit mAk CLN6-201-1D10 eine
intensive spezifische Immunfirbung beobachtet werden. Auffillig war, dass zum Teil direkt
benachbarte Zellen unterschiedlich intensiv angefarbt wurden. Nach den vorliegenden
Ergebnissen scheinen damit die unterschiedlichen Zellarten der Foveolae gastricae einen
differierenden Gehalt an CLN6 aufzuweisen. Vorrangig werden das Zytoplasma und
vesikuldre Strukturen in den Zellen der Foveolae gastricae spezisch angefarbt. Aufgrund der
anatomischen Verteilung im Magen, sowie in den Fovolae gastricae im Speziellen, scheint es

sich bei den Zellen mit intensiver Inmunfarbung um die Hauptzellen des Magens zu handeln.

Mamma: In den histologischen Préparaten der Mamma konnte eine spezifische Reaktion im
Bereich der Driisenldppchen, sowie im Bereich der Ductus lactiferi nachgewiesen werden. Es
wurde vorrangig Zytoplasma angefdarbt. Da in der Zelllinie SkBr3 in der Immunfluoreszenz
CLN6 im ER nachgewiesen werden konnte, spricht die zytoplasmatische Farbung der
Glandulae mammariae und der Milchgangzellen fiir die Expression von CLN6 auf Protein-

Ebene in der Mamma.

Leber: Die immunhistologische Férbung zeigt eine granuldre Zytoplasma-Férbung der
Hepatozyten. Das im Gallengang ebenfalls angeschnittene Gallengangsepithel zeigt ebenfalls

eine Farbung des Zytoplasmas. Bindegewebsstrukturen weisen keine Immunfarbung auf.

Skelettmuskel: Das Sarkoplasma der Skelletmuskelzellen wies eine spezifische

Immunfirbung auf. Bindegewebe und Fettgewebe waren ohne spezifische Farbung.

Hypophyse: Die Adenohypophyse wies eine schwache Fiarbung auf, was fiir eine geringe

CLN6-Expression spricht.

Niere: Besonders die Sammmelrohre und die distalen Tubuli-Anteile wiesen eine intensive

Férbung auf.

Die Priparate der Schleimhaut der Nasennebenhohlen, des Colons, des Kleinhirns, der
Neurohypophyse sowie der Haut zeigten keine spezifische Féarbung in der Immunhistologie.

Es ist zu vermuten, dass CLN6 hier auf Proteinebene nicht oder nur schwach exprimiert wird.



Schleimhaut
Nasennebenhohle

Haut mit Talgdriisen

Schleimhaut Colon

Abb.15: Immunbhistologie: Gewebe-Praparate ohne CLN6-Nachweis.
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5. DISKUSSION

5.1 ANTIKORPER GEGEN HUMANES CLN6

Fir die CLN6-Erkrankung ursdchlich sind Mutationen im CLN6-Protein. Bisher sind in der
Gruppe der CLN-Erkrankungen funktionsgestorte Proteine bekannt, die einerseits Enzyme
darstellen, wie z.B. Palmitoyl-Protein-Thioesterase 1 bei CLN1 (Vesa et al, 1995),
andererseits existieren auch Membranproteine wie CLN6, bei denen die Funktion
weitestgehend unbekannt ist. 1997 wurden erstmalig Mutationen im Gen fiir das CLNG6-
Protein als Ursache einer Neuronalen Ceroid Lipofuszinose verdffentlicht (Sharp et al., 1997).
Aktuell sind 132 Patienten mit CLN6 in einer Datenbank erfasst, bei denen die Gendefekte
analysiert wurden. 71 Mutationen im CLN6-kodierenden Chromosom 1523 konnten
nachgewiesen werden. CLN6 ist ein membranstindiges ER-Protein (Gao et al., 2002; Wheeler
et al., 2002; Heine et al., 2007). Das Protein konnte mit dem Mikrotubuli-Bindungsprotein
Kinesin I interagieren (Fukata et al, 2002) und damit einen Einfluss auf den intrazelluldren
Protein-Transport haben oder bei Segregation von Zellorganellen eine Rolle spielen.
AuBerdem wurde berichtet, dass Collapsin Response Mediator Protein 2 (CRMP2) und das
CLNG6-Protein komplexieren konnen (Liu & Strittmatter., 2001; Charrier et al., 2003;
Schmidt & Strittmatter, 2007; Hou et al., 2008; Benedict et al., 2009). Weitere
Interaktionspartner von CLN6 sind bisher nicht sicher identifiziert worden und iiber weitere
intrazelluldre Funktioen von CLN6 gibt es bisher keine gesicherten Erkenntnisse. Bisher
wurden keine Ergebnisse immunzytochemischer Untersuchungen verdffentlicht, in denen
monoklonale anti-CLN6-Antikdrper Anwendung fanden. Ebenso sind bisher keine
immunhistochemischen Untersuchungen von Geweben humaner Organe verdffentlicht
worden. Die Bedeutung der einzelnen mutierten CLN-Proteine hinsichtlich des klinischen
Bildes der verschiedenen Varianten der Neuronalen Ceroid Lipofuszinosen konnte bisher nicht
geklart werden. Die generierten Antikdrper konnten zu weiterfilhrenden Erkenntnissen iiber
die CLN6-Erkrankung beitragen. Bei Beginn dieser Arbeit existierten keine spezifischen

monoklonalen Antikdrper gegen CLNG6.

5.2 GEWINNUNG SPEZIFISCHER MONOKLONALER ANTI-CLN6
ANTIKORPER
In der ER-Membran wurde das Vorkommen von CLNG6 bestétigt (Gao et al., 2002; Wheeler et

al.,2002; Heine et al., 2007). In den oberflachlich und auBlerhalb der ER-Membran gelegenen
AS-Sequenzen der transmembranen Doménen wurden immunogene Peptide im Rahmen
dieser Arbeit identifiziert. Diese wurden mit Alignement-Programmen mit anderen Proteinen
verglichen, um mogliche Kreuzreaktivititen auszuschlieBen. Dadurch wurden Abschnitte der
CLN6-Aminoséduresequenz identifiziert, welche mit hoher Wahrscheinlichkeit fiir einen
Antikorper erreichbar sind. Zur Verbesserung der Immunantwort wurden in dieser Arbeit an
Carrier gekoppelte Peptide sowie Freund’s Adjuvans eingesetzt. Komplettes Freund’s

Adjuvans (KFA) ist ein Gemisch, das bei Immunisierungen das Immunsystem am effektivsten
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stimuliert (van der Evn, 2002). Bei der Verwendung des KFA in der primiren Immunisierung
werden die ausgeprdgten immunmodulatorischen Eigenschaften der enthaltenen bakteriellen
Proteine (u.a. von Mycobacterium tuberculosis, Bordetella pertussis) genutzt. Die in dieser
Arbeit verwendeten synthetisierten Peptide waren an den Carrier PamCys gekoppelt, um die
Immunogenitit zu erhdhen, da kleine Molekiile, wie Haptene oder kleine Peptide, nur eine
geringe immunogene Potenz aufweisen (Revillard J-P, 1995). Je grofler die Molekiile und je
komplexer die Strukturen von Antigenen sind, umso ausgeprigter sind die immunogenen
Eigenschaften (Janeway C und Travers P, 1997). So kann bei wenig immunogenen Peptiden
oder kleinen Molekiilen mit Peptid-Carrier-Konjugaten (z.B. Pam-Cys) eine Steigerung der
Peptid-Immunogenitdt erreicht werden (Kellner et al., 1992).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Klone generiert und identifiziert, welche Antikdrper gegen
die ausgewdhlten Peptid-Sequenzen 2 und 3 produzierten. Die anti-CLN6-Antikorper 1D10
und 2B2 detektierten das Peptid 2 und die Antikérper 3A10 und 4D7 detektierten das Peptid 3.
Die Antikorper 2B2 und 1D10 zeigten die hochste Reaktivitdt im Immunoblot (vgl. Abb 8
und Abb. 9). Sowohl im ELISA als auch im Immunoblot konnte der Antikérper 1D10 bis zu

einer Verdiinnung von 1:4000 das rekombinante CLN6-Protein detektieren.

53 SPEZIFITAT MONOKLONALER ANTI-CLN6-ANTIKORPER
Die generierten monoklonalen anti-CLN6-Antikdrper detektieren anhand der nachfolgend
aufgefiihrten Kriterien CLN6 spezifisch:

* Die Antikdrper wurden mit Hilfe, von spezifischen CLN6-Aminosédure-Sequenzen
generiert.

* Die CLN6-Spezifitdit der genutzten AS-Sequenzen wurde mit Alignement-
Programmen {iberpriift, um Kreuzreaktivititen der zu gewinnenden Antikorper
auszuschlieBen. Die genutzten Aminosduresequenzen der Peptide sind nur im CLN6-
Protein vorhanden.

* Die Antikoérper reagieren mit den synthetisierten Peptiden im ELISA.

* Die generierten Antikorper reagieren im Immunoblot mit rekombinantem CLNG6.

* CLN6 ist ein Protein der ER-Membran. Die Antikdrper reagieren in der
Immunfluoreszenz mit einem ER-stdndigen Protein, was durch die Kolokalisation mit
PDI nachgewiesen wurde.

* Die verstirkte Expression von CLN6 auf mRNA-Ebene in verschiedenen Geweben
(Gao et al., 2002; Wheeler ef al., 2002), konnte mit dem generierten Antikorper anti-
CLN6-201-1D10 auf Proteinebene bestatigt werden.
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5.4 IMMUNZYTOCHEMISCHER NACHWEIS VON CLN6

5.4.1 IMMUNZYTOCHEMIE MIT ZELLEN DER TUMORZELLLINIE SKBR3

In Ermangelung spezifischer Antikorper gegen CLN6 sind in der Literatur bisher nur
immunzytochemische Untersuchungen von CLN6 beschrieben worden, in denen Proteine
nachgewiesen wurden, die in transfizierten Zellen an CLN6 gekoppelt waren (Heine et al
2004). Es wurden beispielsweise transfizierte BHK-Zellen verwendet, welche an GST
gebundenes CLN6 iiberexprimierten. In den transfizierten BHK-Zellen konnte damit eine
Kolokalisation mit PDI im ER nachgewiesen werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
immunzytochemische Untersuchungen mit der nativen Tumorzelllinie SkBr3 durchgefiihrt.
Der generierte Antikorper CLN6-201-1D10 detektierte CLN6 spezifisch. Es wurde die
Lokalisation des CLN6-Proteins im endoplasmatischen Retikulum durch die Kolokalisation

der ER-spezifischen PDI bestitigt.

a) b) c)
Abb. 16: Immunfluoreszenz: SkBr3-Zellen: Kolokalisation von CLN6 und PDI im ER.

a) Kernfarbung mit Hoechst 33258, b) Immunzytochemischer Nachweis von CLN6 mit dem
mAK CLN6 -201-1D10.

Sekundér-AK: anti-Maus [gG (H+L)-Cy3 (Bioass), ¢) Immunzytochemischer Nachweis von PDI
mit einem anti-PDI-mAK (ACRIS). Sekundér-AK: anti-Maus IgG (H-L)-Alexa 488 (BioAss), d)
Overlay von a), b) und c¢) zum Nachweis der Kolokalisation von PDI und CLN6 im
endoplasmatischen Retikulum.

5.5 IMMUNHISTOCHEMISCHER NACHWEIS VON CLN6

Es wurden verschiedene Organe auf das Vorkommen von CLNG6 untersucht. Wheeler (2002)
und Gao (2002) konnten CLN6 auf mRNA-Ebene bereits in verschiedenen Geweben
nachweisen. Aufgrund des vermehrten Vorkommens auf mRNA-Ebene im Leber-,
Skelettmuskel- und Nierengewebe wurden Prédparate dieser Organe fiir die Immunhistologie
im Rahmen dieser Arbeit genutzt. Aulerdem wurde cerebrales Gewebe (Kleinhirn) untersucht,
da die ZNS-Strukturen bei CLN-Patienten ausgeprédgte Destruktionen aufweisen. Zusitzlich
wurden Gewebe mit einem ausgeprigten Lipid/Protein-Stoffwechsel untersucht und Gewebe,

in denen dieser nur eine untergeordnete Rolle spielt.
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5.5.1 IMMUNHISTOLOGIE DER LEBER

Die Leber ist ein Stoffwechselorgan mit vielfdltigen Funktionen. Unter anderem produziert die
Leber den Gallensaft. Sie sorgt fiir die Aufrechterhaltung des Stoffwechselgleichgewichts, ist
aktiv in Entgiftungs- und Ausscheidungsfunktionen und produziert lebenswichtige Substanzen
(Hormone, Gerinnungsfaktoren, Albumin, Glykogen und Lipoproteine). Sezernierende Zellen,
beispielsweise Hepatozyten, weisen viel endoplasmatisches Retikulum auf. Eine starke
Expression von CLN6 auf mRNA-Ebene wurde bereits nachgewiesen. Die erhdhte CLN6-
Expression im Lebergewebe konnte anhand der immunhistologischen Ergebnisse, welche im
Rahmen dieser Arbeit erhoben wurden, bestitigt werden. Die genaue Funktion von CLNG6 ist
unbekannt. Abbildung 17 zeigt die spezifische Farbung von CLNG6 in Hepatozyten und Zellen
des Gallengangs.

-2

- f |
R The v Wl
WA Y. A t;! AN
""v 2 o '.!" "%H
.,'3_'0, P I;L" O 4
) W l] N " .H.OJ
| VGRS T 4 (TN
AN .»Yn:'.\. bt
" ! |
‘J WY SAE BIRT ','!B.:‘O

.'nﬂ' FOANR ‘ ' ,’,‘.5'7 \
ch'd ‘r" ¥ ‘v.;?‘z
« AR YRR Vil
YOS M '.
A R CLIA [ |
}\.,. ‘.l‘
LW LMy 2 ¥

Abb. 17: Immunbhistologie: Leber mit Gallengang: mAk CLN6-201-1D10.

Bindegewebe und Hepatozyten: Granulére Gallengangzellen und Hepatozyten: CLNG6-
CLN6-Anfarbung Bindegewebe weist keine | Anfirbung.
Férbung auf.

5.5.2 IMMUNHISTOLOGIE DER NIERE

Anatomisch besteht die Niere aus der Nierenrinde und dem Nierenmark. Sie ist beteiligt an der
Kontrolle des Wasser- und des Salzhaushalts, weist Funktionen im Saure-Basen-Haushalt auf
und iibernimmt einen erheblichen Anteil an Ausscheidungsfunktionen von Stoffwechsel-
Endprodukten. Zusédtzlich werden Stoffwechselfunktionen und Synthesefunktionen (z.B.
Hormon-Synthese) sowie Kontrollfunktionen (u.a. Blutdruck) iibernommen.

Die Ausscheidung beginnt in den Nierenkdrperchen, wo Wasser und alle gelosten Stoffe bis
zum Molekulargewicht von 5 kDa frei filtriert werden. In den nachgeschalteten Tubuli und

den Sammelrohren, welche zusammen das Nephron bilden, sorgen zelluldre Transporter fiir
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eine Aufrechterhaltung von Konzentrationsgefdllen sowie fiir einen aktiven Transport zur
Filtration und Riickresorption von Wasser und ausscheidungspflichtigen Substanzen. Nach der
Filtration in den Nierenkorperchen (Ultrafiltration) werden im proximalen Tubulus 70-80%
des Wassers sowie Natrium zuriickresorbiert. Im distalen Tubulus findet eine intensivierte
Riickresorption von Na und CI™ statt. Ca. 10 Verbindungstubuli miinden in ein Sammelrohr,
welche den Urin in den Nierenpapillen in das Nieren-Kelchsystem leiten. Neben der
aldosteronabhingigen Na'-Riickresorption bei gleichzeitiger Kaliumausscheidung werden in
den Sammelrohren 20-30% des filtrierten Wassers zuriickresorbiert (Welsch, 2003). Die Niere
zeigte in der Immunhistologie eine spezifische Farbung. Wie in Abb. 18 deutlich zu erkennen
ist, weisen neben den distalen Tubuli die Sammelrohrstrukturen eine intensive Immunférbung
auf. Die Endstrecken der Nephrone weisen eine umfangreiche Ausstattung mit Transportern
auf, um gegen das Konzentrationsgefille Elektrolyte zu resorbieren oder auszuscheiden. Da
bereits bei CLN3 eine Interaktion mit der Na'-K'-ATPase vermutet wird (Uusi- Rauva et al.,
2008), konnte bei CLN6 ein dhnlicher Zusammenhang bestehen. Die bei CLN6-Patienten
abgelagerten intrazelluldren Ceroid-Lipofuszin-Verbindungen bestehen zum groflen Teil aus
der Subunit C der ATP-Synthase. Die ATPasen und ATP-Synthase besitzen prinzipiell die

gleiche Funktion und sie sind evolutiondr eng verwandt.
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Abb. 18: Immunbhistologie: Niere: Farbung mit mAk CLN6-201-1D10.
Niere: Intensive CLN6-Anférbung in den Niere: Intensive CLN6-Anférbung in
Endstrecken der Nephrone. Epithelzellen der distalen Tubuli und

Sammelrohre.

Jedoch haben die ATPasen die Moglichkeit der ATP-Produktion verloren (Miiller et al.,
2010). Die APTasen dienen damit ausschlieBlich als ATP-getriebene lonenpumpen zur
Aufrechterhaltung der zelluliren lonen-Konzentrationsgefille zwischen Kompartimenten

(Forgac, 2007). Eine kréftige Expression des CLN6-Proteins in der Niere konnte ein Indiz fiir
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eine Interaktion von CLN6 und der ATP-Synthase bzw. mit ATPasen sein. ATPasen sind in
der Niere reichlich vorhanden und es konnte sich damit um ein Beispiel fiir die Expression

von CLN6 in Geweben mit einer hohen Dichte von zelluldren Transportern handeln.

553 IMMUNHISTOLOGIE DES SKELETTMUSKELS

In der Immunhistochemie des Skelettmuskelgewebes zeigt sich eine granuldre Féarbung im
Zytoplasma (vgl. Abb 19). Das ER, welches im Muskel sarkoplasmatisches Retikulum
genannt wird, ist in der Literatur als ein parallel zur Zell-Lingsachse angeordnetes
Zellorganell beschrieben (Welsch, 2003). Gemél den Literaturangaben ist die Muskelzelle,
verglichen mit anderen Zellen, umfangreich mit ER ausgestattet und deshalb ist ein hohes
CLN6-Vorkommen wahrscheinlich. An der Membran des sarkoplasmatischen Retikulums
wird u.a. Ca> durch den

Ca®'- Mg”"-Transporter in das Lumen gepumpt, welches fiir die Kontraktion bendtigt wird. Im
ZNS existiert ein Ca’” -vermittelter Regulationsprozess mit Calsenilin, welcher eine Rolle im
Ca’"-vermittelten Zelltod spielt (Carrion et al, 1999). Es werden Komplexierungen aus
Calsenilin, Ca®", sowie CLN3 vermutet (Chang et al 2007). Hypothetisch kénnte auch das
CLN6-Protein mit Ca®" interagieren, was die Expression von CLN6 im Ca®’-reichen

sarkoplasmatischem Retikulum erklaren konnte.
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Abb. 19: Immunbhistologie: Skelettmuskel: Farbung mit mAk CLN6-201-1D10-Féarbung.
Skelettmuskel: Intensive CLN6-Anfarbung | Skelettmuskel: granuldre CLN6-Anfarb-ung
im Sarkoplasma. des Zytoplasmas.
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554 IMMUNHISTOLOGIE DES MAGENS

Die Magenpréparate aus dem Corpus sowie aus der Pars cardiaca wiesen eine spezifische
Immunfirbung auf und hier besonders im Bereich der Foveolae gastricae. Es  sind
verschiedene Zellarten unterschiedlich intensiv angefédrbt (vgl. Abb 20). Ausgehend von der
Morphologie und Lokalisation dieser intensiv gefiarbten Zellen handelt es sich hier
wahrscheinlich um die Hauptzellen der Magenschleimhaut. Diese weisen ein signifikant
stirkeres Signal im Gegensatz zu angrenzenden Zellen auf. Anatomisch sind die Haupzellen
im Hauptteil sowie in den basalen Bereichen der Foveolae gastricae lokalisiert. Die
Hauptzellen produzieren Pepsinogen, das Zymogen des proteolytischen Enzyms Pepsin. Bei
einzelnen Zellen sind kleinste, vesikelartige Strukturen sichtbar. Dabei konnte es sich um
angefirbte Pepsinogen-Zymogengranula handeln. Es ist bekannt, dass die Hauptzellen
vesikuldre Sekretgranula aufweisen konnen, die bei Bedarf sezerniert werden (Luellmann-
Rauch, 2006). Die Hauptzellen weisen als sezernierende Zellen viel raues endoplasmatisches
Retikulum auf. Damit sind Nachweise des CLN6-Proteins in Zellen mit viel
endoplasmatischem Retikulum zu erkldren. Ebenso weisen die Zellen des Magens viele
Ionentransporter auf, was ggf. im Zusammenhang mit einer CLN6-Expression stehen konnte.
Die intensive Immunfirbung von sezernierenden Zellen, u.a. von Hauptzellen, weist auf die

Expression von CLNG6 hin.

Abb. 20: Immunhistologie: Magenschleimhaut: Farbung mit mAk CLN6-201-1D10.
Magen: Intensive CLN6-Anfirbung in der | Magen: Intensive CLN6-Anfarbung der
Magenschleimhaut. Hauptzellen der Foveolae gastricae.
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5.5.5 IMMUNHISTOLOGIE DER MAMMA

Préparate der humanen Mamma wurden fiir die Untersuchungen herangezogen, da bereits mit
der HER2-positiven Zelllinie SkBr3 der Nachweis von CLN6 in der Immunzytologie gelang.
Abb. 21 zeigt spezifische Immunfarbungen in einem Mamma-Priparat mit Mamma-CA. Es
zeigt vorrangig die Milchdriisenzellen der Glandulae mamariae und Milchgangzellen des
Ductus lactifer. Fett- und Bindegewebe weisen keine spezifische Féarbung auf. Da die
Gewebsstrukturen (Bindegewebe, Driisengewebe, Fettgewebe) sehr unterschiedlich angefarbt
werden, spricht dies fiir eine spezifische Immunfarbung. Die im Préparat vorhandenen
Strukturen des Mamma-Ca wiesen keine abweichenden Farbeeigenschaften auf und werden
nicht verstirkt angefdrbt. Mamma-Zellen, die proteinreiche Sekrete produzieren kdénnen
(Jenness R. 1979), weisen eine umfangreiche ER-Ausstattung auf, was nach den vorliegenden

Ergebnissen fiir eine verstirkte CLN6-Expression spricht. Zellen ohne Produktion von

proteinreichen Sekreten weisen keine erhdhte spezifische Farbung auf (vgl. Abb. 21).

Abb. 21: Immunhistologie: Mamma: Farbung mit mAk Anti-CLN6 201-1D10.

Mamma: Intensive CLN6-Anfarbung in den | Mamma: Intensive CLN6-Anfdarbung in
Zelle den Glandulae mammaria. Driisengewebe. Fett- und Bindegewebe sind
nicht angeférbt.

5.5.6 IMMUNHISTOLGISCHE UNTERSUCHUNGEN WEITERER ORGANE
Es wurden verschiedene Organe und Organsysteme ausgewihlt, um einen Uberblick iiber das
Vorkommen von CLNG6 in verschiedenen Organen zu erhalten. Es wurden Priparate der

Glandula parotis, der Schleimhaut der Nasennebenhdhle, ein Hautpraparat mit Talgdriisen, ein
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Colonpridparat, Gewebe der Hypophyse sowie des Kleinhirns untersucht. In den in Abb. 18
dargestellten Organen konnte keine spezifische Immunfarbung mit dem anti-CLN6-Antikorper

nachgewiesen werden.

Glandula parotis Schleimhaut der Haut mit Talgdriise
Nasennebenhohle

5 mm S5 mm . 5mm

Colon Neurohypophyse Kleinhirn

; : |
5 mm ] 7 [P Ray * hoop

Abb. 18: Immunbhistologie: Organe ohne CLN6-Nachweis.
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5.6 AUSBLICK

Die dargestellten Resultate dieser Dissertation tragen zur Aufkldrung der Rolle des Proteins
CLN6 im Proteinstoffwechsel bei, denn seine Funktionen sind bisher nicht bekannt. Bisher
gab es auch keine verldsslichen Daten zur Expression von CLN6 auf Proteinebene. Es bedarf
dahingehend weiterfithrender Untersuchungen, wofiir auch die im Rahmen dieser Arbeit
generierten spezifischen Antikdrper zur Anwendung kommen koénnen. Die Ergebnisse der

Arbeit sollen publiziert worden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Bei den Neuronalen Ceroid Lipofuszinosen (NCL/CLN) handelt es sich um eine Gruppe
todlich verlaufender Speicherkrankheiten im Kindesalter, welche durch Mutationen in den
CLN-Proteinen ausgeldst werden. Pathognomonisch bei allen Neuronalen Ceroid
Lipofuszinosen ist die intrazelluldre Ablagerung von Ceroid-Lipofuszin. Dabei handelt es sich
um Komplexe aus Lipoproteinen, bestehend aus der Subunit C der ATP-Synthase,
Sphinglipid-Aktivatoren (SAPs) und weiteren Lipoproteinen. Bisher sind nur von wenigen
CLN-Proteinen die Funktionen bekannt. Beispielsweise fithrt die Mutation im Gen fiir das
CLNI1-Protein zu einer eingeschrinkten Funktion der Palmitoyl-Protein-Thioesterase 1
(PPT1). Bei CLN2 ist das Enzym Tripeptidyl-Peptidase 1 (TTP1l) eingeschrinkt
funktionsfihig. Uber das CLN6-Protein ist bisher nur wenig bekannt. Es gab zu Beginn dieser
Arbeit keine monoklonalen Antikdrper, welche eine ndhere Untersuchung des Proteins CLN6
ermoglicht hétten. Bisherige Untersuchungen belegen, dass CLN6 in der Membran des
endoplasmatischen Retikulums lokalisiert ist. Die CLN6-Erkrankung beginnt im
Kleinkindalter und fiihrt zum Tode in der 2.-3. Lebensdekade. Anhand der bekannten
Aminoséduresequenz und der Struktur des Proteins wurden die auBerhalb der ER-Membran
lokalisierten = Proteinanteile mit immunogenen AS-Sequenzen identifiziert. Die
Aminosduresequenzen des Proteins CLN6 wurden mit Alignementprogrammen mit denen
anderer Proteine verglichen, um Kreuzreaktivitdten auszuschlieBen. Aus 3 Abschnitten der
AS-Sequenz wurden nach den festgelegten Kriterien Peptide synthetisiert und fiir die
Immunisierung von BalbC-Maédusen genutzt. Nach dem Prinzip von Kohler und Milstein
wurden durch Zellfusion von murinen Splenozyten und Myelom-Zellen Hybridome generiert.
Es konnten 4 Hybridome isoliert werden, welche anti-CLN6-Antikérper produzierten. Die
Antikorper der Klone CLN6-201-1D10, CLN6-201-2B2, CLN6-201-3A10 und CLN6-147-
4D7 konnten im ELISA CLN6-Peptide und rekombinantes CLN6 spezifisch detektieren. Der
reaktivste  Antikérper, CLN6-201-1D10, wurde fiir immunzytologische und fiir
immunhistologische Untersuchungen genutzt. In der Immunzytologie mit der Tumorzelllinie
SkBr3 konnte CLN6 im ER durch Nachweis der Kolokalisation mit der ER-spezifischen
Protein Disulfid Isomerase (PDI) bestitigt werden. In der Immunhistologie wurden OP-
Priparate humaner Organe ausgewdhlt, in denen die verstirkte CLN6-Expression auf mRNA-
Ebene bereits nachgewiesen werden konnte. AuBBerdem wurden Organe untersucht, welche
einen ausgeprigten Lipid/Protein-Stoffwechsel aufweisen und andere Gewebe, welche primér
nur einen wenig ausgepragten Lipid/Protein-Stoffwechsel aufweisen. Die Expression von
CLNG6 auf Proteinebene konnte im Skelettmuskel, in der Niere sowie in der Leber bestétigt
werden, nachdem dies bereits auf mRNA-Ebene bekannt war (Gao et al., 2002, Wheeler et al.,
2002). Obwohl es sich bei den CeroidLipofuszinosen um neurodegenerative Erkrankungen
handelt, konnte im Rahmen dieser Arbeit bestdtigt werden, dass CLN6 in cerebralem Gewebe

(Kleinhirn), tibereinstimmend mit den Untersuchungen von 2002, auf Proteinebene wenig
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exprimiert wird. CLN6 konnte immunhistochemisch auch in der Magenschleimhaut und im

Mamma-Gewebe nachgewiesen werden.
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8. THESEN

10.

. Mutationen im CLN6-Gen fiihren in allen Koérperzellen zu Ablagerungen von Lipo-

proteinen, was zu einer CLN6-Protein-assoziierten Neuronalen Ceroid Lipofuszinose
fiihrt.

Die Funktion des Proteins CLNG6 ist ungeklart. CLN6 konnte bisher nur auf Trans-
kriptionsebene in Leber, Niere, Herz und Skelettmuskel nachgewiesen werden.

Im Rahmen dieser Dissertation sind spezifische monoklonale Antikdrper gegen AS-
Sequenzen des humanen CLN6-Proteins generiert und charakterisiert worden.

Es konnten 4 Hybridome gewonnen werden. Die Hybridome CLN6-201-1D10 und
CLN6-201-2B2 produzieren AK, welche an die Aminosduresequenz im Bereich
151INPIIKNLKPETLID 64 binden, CLN6-147-4D7 und CLN6-201-3A10 Antikorper,
welche das Peptid mit der AS-Sequenz ,;sWVAWLWNDPVLRKKYP,; erkennen.
Diese 4 monoklonalen Antikérper konnten im ELISA und im Immunoblot
rekombinantes CLN6-Protein detektieren.

Der Antikorper CLN6-201-1D10 wies im Immunoblot die hochste Empfindlichkeit
auf.

mAK CLN6-201-1D10 konnte in der Immunzytologie das Protein CLN6 in der
Tumorzelllinie SKBR3 detektieren.

Immunzytologisch konnte durch Kolokalisation mit PDI bestétigt werden, dass das
CLN6-Protein im ER lokalisiert ist.

In immunhistologischen Untersuchungen wurden in der Niere, der Leber und im
Skelettmuskel spezifische Anfarbungen nachgewiesen, was die Expression von CLN6
auf Proteinebene bestétigt. Untersuchungsergebnisse, nach denen CLN6 auf
Transkriptionsebene in cerebralen Geweben vermindert exprimiert wird konnten auf
Proteinebene bestitigt werden.

In den Foveolae des Magen-Corpus, sowie in Zellen von weiblichen Mamma-
Priparaten konnte eine spezifische granuldre zytoplasmatische Farbung nachgewiesen

werden, welche auf Expression von CLN6 schlief3en lasst.
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