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Einleitung

1 Einleitung

1.1 (Patho-)physiologie von Lysosomen und lysosomalen
Speichererkrankungen
Lysosomen sind ubiquitar vorkommende, von einer Membran umgebene
Zellorganellen. Sie spielen eine wichtige Rolle beim Abbau von Makromolekilen sowie
bei der Ausscheidung von Abfallprodukten und toxischen Substanzen aus der
Zelle (1). Fur diese Aufgabe enthalten sie eine Vielzahl von hydrolysierenden
Enzymen, deren Funktion vom pH-Wert abhangig ist. Der intralysosomale pH-Wert
von 4-5 wird von der Membran der Lysosomen und membranstandigen ATPasen
aufrecht erhalten (2). Die abzubauenden Makromolekile werden den Lysosomen tber
verschiedene Mechanismen zugefuhrt: Endozytose, bei der Material aus dem
Extrazellularraum in die Zelle aufgenommen wird, und Autophagie, bei der zelleigene

Bestandteile degradiert werden (3).

Im Rahmen der Endozytose erfolgt zunachst die Aufnahme der Partikel, die durch
verschiedene Mechanismen erfolgen kann. Welcher dieser Mechanismen zum Einsatz
kommt, hangt unter anderem von der Ausstattung der Zelle sowie der Gro3e und Art
der aufzunehmenden Partikel ab. Die verschiedenen Wege kdnnen in drei Gruppen
eingeteilt werden: Phagozytose, Pinozytose und rezeptorvermittelte Endozytose.
Durch Phagozytose werden grof3ere, durch Pinozytose kleinere Partikel sowie
Flussigkeiten aufgenommen. Die rezeptorvermittelte Endozytose ist ein spezifischer
Mechanismus. Hier bildet sich nach der Bindung eines Liganden an seinen Rezeptor
eine Einstllpung der Zellmembran, die schlie3lich in Form eines Vesikels nach innen

abgeschnurt wird (4, 5).

Im Anschluss an die Aufnahme der Partikel erfolgt der Abbau von Makromolekulen
durch das endosomal-lysosomale System. Endosomen sind membranumschlossene
Zellorganellen, die eine zentrale Rolle im Transport und in der Sortierung von
aufgenommenen Substanzen spielen. Sie werden in frihe und spate Endosomen
unterteilt. Frihe Endosomen verschmelzen mit Vesikeln, die mit durch Endozytose
aufgenommenem Material geflllt sind. Im Zuge der Endosomenreifung bewegen sich
frihe Endosomen entlang der Mikrotubuli, wobei der pH-Wert durch die Integration

von ATPasen in die Membran sinkt. Dabei findet ein reger Austausch mit dem trans-
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Golgi-Netzwerk statt. Lysosomale Proteine werden durch das trans-Golgi-Netzwerk zu
den Endosomen transportiert und einige der Strukturen aus dem Endosom, vor allem
aufgenommene Rezeptoren, werden wiederum zum trans-Golgi-Netzwerk
transportiert und erneut verwendet. Spate Endosomen fusionieren mit Lysosomen und
bilden so das Endolysosom. In diesem Komplex werden die enthaltenen Molekile
abgebaut (6).

Uber die katabolen Funktionen hinaus spielen Lysosomen eine wichtige Rolle in
zahlreichen weiteren zellularen Prozessen wie Signaltransduktion und Zellteilung
sowie -polaritat und -migration (3-7). Aufgrund dieser vielfaltigen Funktionen haben
Storungen des lysosomalen Stoffwechsels schwerwiegende Folgen. Die
dazugehdrigen Krankheitsbilder werden unter dem Begriff der lysosomalen
Speichererkrankungen (LSD, lysosomal storage disorders) zusammengefasst. Diese
sind durch eine reduzierte Funktion oder den vollstandigen Funktionsverlust der
Lysosomen gekennzeichnet und umfassen Uber 70 verschiedene genetische
Erkrankungen. Ihre kumulative Inzidenz betragt etwa 1:5.000-5.500 Geburten, variiert
aber je nach Erkrankung und geographischer Region stark. Die Ursache von LSDs ist
eine Mutation verschiedener Gene, deren Vererbung meist autosomal-rezessiv ist.
Das Kklinische Erscheinungsbild ist sehr heterogen, es kann zum Beispiel zu
ausgepragter kognitiver Beeintrachtigung, Schwache, Atemproblemen und
Sehstérungen kommen. Die Symptome beginnen in der Regel im frihen Kindesalter
und erklaren sich teilweise durch die Akkumulation von nicht abgebautem Material in

den Lysosomen und weiteren Beeintrachtigungen zentraler Zellfunktionen (7).

1.2 Neuronale Ceroid-Lipofuszinosen - Die CLN7-Erkrankung

Eine Gruppe der LSDs sind die Ceroiden Lipofuszinosen (neuronal ceroid
lipofuscinoses - NCLs), welche durch eine intrazellulare Ansammlung von
autofluoreszierendem Ceroid-Lipofuszin charakterisiert sind (8). Die einzelnen
Erkrankungen unterscheiden sich in ihrer klinischen Manifestation und Prognose,
gemein ist ihnen jedoch eine rasch progrediente Neurodegeneration, die sich in
Symptomen wie Sehstérungen, Epilepsie und Demenz auBBert (9). Die
charakteristischen Ablagerungen befinden sich in den Lysosomen und bestehen vor

allem aus der Untereinheit C der mitochondrialen ATP-Synthase, Sphingolipid-
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Aktivator-Proteinen A und D und beta-Amyloid (10-12). Es kommt zu einem
fortschreitenden Verlust von Nervenzellen vor allem im cerebralen und cerebellaren
Kortex. Dies fuhrt zu einer ausgepragten Atrophie dieser Hirnareale. Dazu kommt eine
lokale Neuroinflammation, welche axonale und retinale Degenerationen verursacht.
(13, 14).

Die weltweite Inzidenz von NCLs wird auf 1:100.000 geschatzt (15), es gibt jedoch
grol3e Unterschiede zwischen den einzelnen Subtypen sowie regionale Haufungen
(16). NCLs sind hereditare Erkrankungen, die zumeist autosomal-rezessiv vererbt
werden. Urspringlich wurden die NCLs basierend auf dem Zeitpunkt der klinischen
Erstmanifestation in die Kategorien ,angeboren®, ,infantil®, ,spatinfantil®, ,juvenil* und
»=adult® eingeteilt. Diese Klassifizierung wurde ergdnzt durch das jeweils betroffene
CLN-Gen (ceroid lipofuscinosis, neuronal). Nach aktuellem Stand der Wissenschaft
existieren 14 verschiedene betroffene Gene, zu denen insgesamt 493 Mutationen
bekannt sind (17). Die CLN-Gene kodieren fiur verschiedene Proteine mit
unterschiedlichen Funktionen und Lokalisationen. Darunter befinden sich vor allem
lysosomale (CLN1, CLN2, CLN5, CLN10, CLN13), aber auch zytoplasmatische
(CLN4, CLN14) sowie transmembrantse Proteine (CLN3, CLN6, CLN7, CLN8). Die

spezifischen Funktionen der verschiedenen Proteine sind zum Teil nicht bekannt (18).

Die meisten NCL-Formen konnen trotz intensiver Forschungen bislang nicht geheilt
oder spezifisch behandelt werden. Stattdessen erfolgt eine symptomatische, palliative
Therapie. Vielversprechende therapeutische Ansatze sind die Gen- und
Enzymersatztherapie. Gentherapien mittels Adeno-assoziierten Viren (AAV) fir CLN2
(19), CLN3 (20), CLN6 (21) befinden sich momentan in verschiedenen Phasen der
klinischen Entwicklung. Enzymersatztherapien spielen bereits heute eine wichtige

Rolle bei der Behandlung einzelner lysosomaler Speichererkrankungen (22).

Das ubiquitare Transmembran-Protein CLN7 wird vom gleichnamigen Gen kodiert. Es
hat eine Grol3e von ~58 kDa und 12 Transmembrandomanen (23). Wegen seiner
Ahnlichkeit zu den major-facilitator-superfamily-domain-Proteinen (MFSD) wird das
CLN7-Protein auch als MFSD8-Protein bezeichnet. Proteine der major facilitator
superfamily ermdglichen den sekundar aktiven Transport verschiedener Substrate

Uber die Zellmembran hinweg (24). Aufgrund seiner Lokalisation kann davon
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ausgegangen werden, dass es ein lysosomales Membranprotein ist (23), seine
spezifische Funktion ist bislang weitgehend unbekannt. Es gibt jedoch Hinweise
darauf, dass es sich dabei um einen lysosomalen Chloridkanal handelt, der den
lysosomalen pH-Wert, das lysosomale Membranpotential und die Freisetzung von

lysosomalen Calciumionen reguliert (25).

Das CLN7-Gen liegt auf dem Chromosom 4q 28.1-g28.2 und hat eine Groél3e von
~5 Kilobasen (23). Mutationen des CLN7-Gens werden autosomal-rezessiv vererbt
(18). Die ersten Symptome dieser Mutationen zeigen sich meist im Lebensalter von
zwei bis sechs Jahren. H&aufig manifestiert sich die Erkrankung dann zuerst mit
generalisierten Krampfanfallen und Visusverlust bis zur vollstdndigen Erblindung. Im
weiteren Verlauf kommt es zu einem Verlust bereits erworbener Fahigkeiten,
Entwicklungsverzdgerung und -regression sowie Sprach- und motorischen Stérungen.
Die Erkrankung verlauft rasch progredient, sodass die Betroffenen meist vor dem 20.
Lebensjahr versterben (26-28). Wahrscheinlich besteht jedoch eine gewisse
Heterogenitat in der phanotypischen Auspragung von Mutationen im CLN7-Gen. In der
Datenbank des University College London sind momentan 34 verschiedene
Mutationen eingetragen (17), aul3erdem sind Mutationen mit atypischen Verlaufen
bekannt, die zu Phanotypen mit milderem Verlauf (27) oder Makulopathien und
Retinopathien ohne begleitende neurologische Symptomatik fuhren (29, 30). Des
Weiteren gibt es Berichte tGiber heterozygote Mutationen, die frontotemporale Demenz
(31) und amyotrophe Lateralsklerose verursachen (32). Ebenso wie bei den meisten
anderen NCLs gibt es keine Behandlungsmadglichkeiten, die den Krankheitsverlauf
verlangsamen oder aufhalten. Stattdessen konzentriert sich die Therapie auf palliative
Konzepte. In den letzten Jahren hat die intensivierte Forschungsarbeit allerdings grol3e
Fortschritte erreicht (33). Fur die AAV-vermittelte CLN7-Gentherapie wird momentan
eine Phase-1-Studie durchgefuhrt (34).

1.3 Zusammenhang zwischen CLN7 und der SARS-CoV-2-Infektion

Das SARS-CoV-2-Virus (severe acute respiratory syndrome coronavirus type 2) ist der
Ausloser der Infektionskrankheit COVID-19 (coronavirus disease 2019), die erstmals
im Dezember 2019 beschrieben wurde (35, 36). Der Ausbruch wurde im Januar 2020
durch die World Health Organization zum internationalen Gesundheitsnotstand und
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zwei Monate spater zu einer Pandemie erklart (37). SARS-CoV-2 gehort zur Familie
der Coronaviren. Wahrend einige Infektionen asymptomatisch verlaufen, erkranken
die meisten infizierten Personen an COVID-19. Die Erkrankung verlauft hochvariabel,
Symptome reichen von milden Erkéaltungsbeschwerden bis hin zu schweren
Pneumonien. Neben den Atmungsorganen koénnen auch andere Organsysteme
betroffen sein, so zum Beispiel das zentrale Nervensystem, der Magen-Darm-Trakt
und das Herz-Kreislauf-System, wodurch das Risiko fur Komplikationen erhéht wird
(38). Seit Beginn der Pandemie gab es uUber 7 Millionen bestatigte Todesfalle durch
COVID-19 (39).

Ein Fokus in der Erforschung des Virus liegt auf dem S-Protein, das auch als Spike-
Protein bezeichnet wird und eine zentrale Rolle bei der Aufnahme des Virus in Zellen
spielt. Es befindet sich auf der Virushulle und verleiht den Coronaviren aufgrund seiner
gezackten Struktur (Krone, lateinisch corona) ihren Namen (40). Nach einer ersten
Spaltung in der Virus-produzierenden Zelle (priming) besteht das Spike-Protein aus
zwei Untereinheiten, der S1- und der S2-Domane. Die S1-Domé&ne bindet das an der
Oberflache der Zielzelle befindliche Angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2), um in
die Zielzellen einzudringen (41). ACE2 ist ein Enzym, dessen physiologische
Funktionen vor allem in der Regulation des kardiovaskularen Systems liegen (42). Als
Rezeptor vermittelt es die Aufnahme von SARS-CoV und SARS-CoV-2 in die
jeweiligen Zielzellen. Die Bindung von ACE2 an die S1-Domane fuhrt zur erneuten
proteolytischen Spaltung des Spike-Proteins an einer Spaltstelle in der S2-Domane
(43). Diese Spaltung erfolgt durch verschiedene Proteasen, vor allem TMPRSS2
(transmembrane protease serine subtype 2) (41), aber auch Cathepsin B/L (41, 44,
45), Neuropilin (46), CD-147 (47) und weitere. Dieser Vorgang l6st die endozytotische
Aufnahme des Virus in die Zelle aus. Im Anschluss fusioniert die Membran der
Virushille mit der des Endosoms, sodass die virale RNA in das Zytosol gelangt (48).
Die Interaktion mit dem Spike-Protein verursacht eine verminderte Expression von
ACE2. Aufgrund der regulatorischen Funktion von ACE2 fir das Gefal3system
verstarkt eine solche verringerte ACEZ2-Expression unvorteilhafte Effekte wie
Entzindung, Hypertrophie und eine erhdhte Vasopermeabilitat in verschiedenen
Organsystemen. Dies erhoht das Risiko fur Komplikationen wie das acute respiratory
distress syndrome (49, 50).

10



Einleitung

Die Mechanismen der Aufnahme und Vermehrung von Coronaviren sind als
Ansatzpunkte fur die Entwicklung von Impfungen und Medikamenten von besonderem
wissenschaftlichem Interesse. Eine wichtige Rolle spielen deshalb Wechselwirkungen
von SARS-CoV-2 mit zellularen Proteinen. Auch das CLN7-Protein scheint mit
verschiedenen viralen Proteinen zu interagieren, darunter NSP4, NSP6, ORF7A,
ORF7B, ORF14, E und S (51, 52). DarUber hinaus sind auch Lysosomen bei der
Aufnahme und Sekretion von Coronaviren involviert (53, 54), was aufgrund der Rolle
von CLN7 als lysosomales Membranprotein die These eines Zusammenhangs
zwischen der SARS-CoV-2-Aufnahme und CLN7 stitzt. Versuche zur SARS-CoV-2-
Infektion von CLN7-defizienten Zellen zeigten eine um 90 % reduzierte Viruslast im
Vergleich zu Wildtyp-Zellen. Andersherum erzeugt eine Uberexpression von CLN7
eine Erhéhung der Viruslast um fast 90 %. Ein wichtiger Baustein fir die Erklarung
dieser Beobachtung kénnten Lipid Rafts sein, da diese eine grof3e Rolle in der
Virusaufnahme spielen und bei CLN7-defizienten Zellen wahrscheinlich in ihrer
Funktion gestort sind (55). Lipid Rafts sind cholesterinreiche Membrandomanen, die
in Abschnitt 1.4 genauer erlautert werden. Ihre Funktion kann experimentell durch den
Entzug von Cholesterin mittels Methyl-B-cyclodextrin (MBCD) gestort werden. Dies
resultiert in einer stark reduzierten Infizierbarkeit mit SARS-CoV-Viren (56). CLN7-
defiziente Zellen exprimieren deutlich geringere Mengen des Gangliosids GM1,
welches einen zentralen Bestandteil von Lipid Rafts und einen Kofaktor fir die Bindung
von SARS-CoV-2 an die Zellmembran darstellt (55, 57). Fraglich ist, ob auch der
Cholesteringehalt und die -verteilung mit CLN7 in Zusammenhang stehten

1.4 Die Schlusselrolle des Cholesterins

Cholesterin ist als wichtiger Bestandteil von Zellmembranen und strukturelle
Komponente von Steroidhormonen und Gallensauren ein zentrales Molekll des
menschlichen Kérpers. Gleichzeitig ist die erhdhte Blutkonzentration von Cholesterin
durch die Bildung atherosklerotischer Plagues einer der wichtigsten Risikofaktoren fur
Herz-Kreislauf-Erkrankungen wie die koronare Herzkrankheit und Schlaganfélle. Far
die Regulation der Blutkonzentration sind Lipoproteine und Lipoproteinrezeptoren von
grol3er Wichtigkeit. Mit Fettsduren verestertes Cholesterin wird an Lipoproteine

gebunden transportiert und tber Lipoproteinrezeptoren in Zellen aufgenommen. Dabei
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sind das low density lipoprotein (LDL) und das high density lipoprotein (HDL)

besonders wichtig.

Die zellulare Cholesterin-Homdostase wird durch verschiedene Mechanismen
aufrechterhalten: Erhohte Cholesterinmengen kodnnen im endoplasmatischen
Retikulum verestert und somit gespeichert werden. Au3erdem wird die Synthese von
Cholesterin  selbst und von LDL-Rezeptoren gehemmt. Ein zu geringer
Cholesteringehalt kann durch Biosynthese sowie Endozytose von Cholesterin-

beladenen LDL-Rezeptoren ausgeglichen werden.

Um durch Endozytose aufgenommene Cholesterinester zu hydrolysieren und somit
nutzbar machen zu konnen, sind Lysosomen von zentraler Bedeutung. Nach der
Aufnahme in die Zelle wird die Einheit aus LDL, dem gebundenen Cholesterinester
und dem LDL-Rezeptor an das endosomal-lysosomale System Ubergeben. Durch den
sinkenden endosomalen pH-Wert dissoziiert aufgenommenes LDL vom Rezeptor. Die
Esterhydrolyse selbst wird durch lysosomale Enzyme durchgefiihrt. Bei Storungen der
lysosomalen Funktionen (zum Beispiel durch Anhebung des pH-Werts durch
Hydroxychloroquin oder bei einigen LSDs) kann der Ester nicht abgebaut werden und
das Cholesterin akkumuliert. (58-60)

Die Verteilung des Cholesterins innerhalb der Zelle wird ebenfalls stark reguliert.
Anomalien in der zellularen Cholesterin-Verteilung gehen mit einer Dysfunktion der
Zelle einher. Das in den Membranen der Zelle enthaltene ,freie” (nicht veresterte)
Cholesterin tragt durch seine hydrophoben Eigenschaften zur Regulierung der
Membranfluiditat bei. Aufgrund ihrer spezifischen Funktionen weisen die
unterschiedlichen Membranen auch unterschiedliche Zusammensetzungen auf.
Untersuchungen des Cholesteringehalts in der Plasmamembran ergeben einen hohen
Anteil von etwa 65-90 % (61). Intrazellulare Membranen, die mit der Plasma-Membran
Uber vesikularen Austausch in Kontakt stehen, haben mittlere Cholesterin-Level. Diese
Membranen gehdren zu den Endosomen, Lysosomen und dem trans-Golgi-Netzwerk.
Die aul3ere mitochondriale Membran, das endoplasmatische Retikulum und das cis-
Golgi-Netzwerk enthalten nur wenig Cholesterin (62). Die Cholesterin-Homdostase ist
unabdingbar fur die Viabilitdt von Zellen, wie sich beispielsweise bei Jurkat T-Zellen

zeigt. Diese kdnnen einen bis etwa 50 % reduzierten Cholesteringehalt tolerieren. Bei
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einer Behinderung des intrazellularen Cholesterintransports durch Senkung der
Temperatur auf 0 °C sind die Zellen bereits bei einem Verlust von 35 % des zellularen

Cholesterins nicht mehr lebensfahig (63).

Auch innerhalb der Zellmembran ist Cholesterin nicht gleichmafRig verteilt. Im
Gegenteil existieren spezielle Doméanen, die sich in der Zusammensetzung von der
restlichen Membran unterscheiden. Diese Bereiche werden als Lipid Rafts bezeichnet
und befinden sich sowohl in der Plasmamembran als auch in den Membranen von
Zellorganellen wie dem Mitochondrium und Lysosomen. Sie sind in ihrem Aufbau
dynamisch und durch einen hohen Gehalt an Cholesterin und Sphingolipiden
charakterisiert (64). Substanzen wie MBCD, die Cholesterin abbauen oder binden,
storen die Funktion der Lipid Rafts (65, 66). Eines der in Lipid Rafts enthaltenen
Sphingolipide ist GM1. Aufgrund der reduzierten GM1-Expression CLN7-defizienter
Zellen wird vermutet, dass die Funktion von Lipid Rafts in diesen Zellen gestort ist (55).
Lipid Rafts werden vielfaltige Aufgaben insbesondere bei der Signaltransduktion,
Endo- und Exozytose, Apoptose sowie Zelladhasion und -migration zugeschrieben
(67-69). AulRerdem fungieren sie als Eintrittspforte fur intrazellulare Pathogene und
spielen eine Rolle bei der Pathophysiologie zahlreicher Krankheiten, darunter
Alzheimer Demenz, Morbus Parkinson und der systemische Lupus Erythematodes
(70, 71).

1.5 Die Rolle von CLN7 bei immunologischen Vorgangen und das
THP-1-Zellmodell
Obwohl die genaue Funktion des CLN7-Proteins weiterhin nicht abschlie3end gekléart
ist, gibt es einige Hinweise darauf, dass es eine wichtige Funktion beim Ablauf
immunologischer Vorgange hat. So besteht laut verschiedener Veroffentlichungen
eine Interaktion zwischen CLN7 und HLA-DQAL (72-74). HLA-DQAL ist eines der
Gene, das fur die Untereinheit a des HLA-DQ-Molekuls kodiert. HLA-DQ wiederum ist
einer der Isotypen aus der Gruppe der MHC-Klasse-II-Molekiile und somit ein
Rezeptor auf der Zelloberflache von antigenpréasentierenden Zellen, wie Lymphozyten,
dendritischen Zellen und Makrophagen (75). MHC-II-Molekiile prasentieren vor allem
extrazellulare Peptide an der Zelloberflache, die zuvor in der Zelle durch das

endosomal-lysosomale System verarbeitet wurden. Der Komplex aus MHC-II-Molekiil
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und Peptid kann dann von CD4*-Zellen erkannt werden und diese aktivieren (76).
Innerhalb der Zellen werden die MHC-II-Molekule tber tubulére lysosomale Netzwerke
transportiert. Diese bilden eine Sonderform der Lysosomen, die vor allem in
phagozytierenden und antigenprasentierenden Zellen wie Makrophagen,
dendritischen Zellen und Monozyten zu finden ist. Sie lassen sich insbesondere durch
die Differenzierung der Zellen mit Phorbolestern induzieren. Die Funktion der tubularen
Lysosomen ist nicht abschlielend aufgeklart, wahrscheinlich spielen sie jedoch eine
Rolle bei der Pinozytose und der Antigenprasentation (77, 78). In laborinternen
Arbeiten (Katharina Tschakert und Elena Heinl, AG Reichold, Universitat Regensburg)
wurde in tubuléaren Lysosomen CLN7-uberexprimierender HEK239T-Zellen CLN7
nachgewiesen. Um den vermuteten Zusammenhang zwischen dem CLN7-Protein und
den tubuldren Lysosomen mittels eines weiteren Zellmodells zu Uberprifen, eignen
sich zum Beispiel THP-1-Zellen. Dabei handelt es sich um Zellen einer etablierten,
spontan immortalisierten Zelllinie, die von Monozyten aus dem Blut eines einjahrigen
Kindes mit akuter myeloischer Leukamie abstammt (79). Durch Behandlung mit
Phorbolestern konnen diese Vorlauferzellen zu makrophagenéhnlichen Zellen
differenziert werden, die auch als MO-Makrophagen bezeichnet werden. Diese naiven
MO-Makrophagen kdnnen durch verschiedene Substanzen aktiviert werden und zwei
verschiedene Phanotypen ausbilden (80). Aufgrund der Ahnlichkeit zu primaren
humanen Monozyten werden THP-1-Zellen in der Forschung vielfach als Modell far

Funktion und Mechanismen des Monozyten-Makrophagen-Systems verwendet (81).

Weitere Proteine, die mit CLN7 interagieren sollen und eine Rolle in der Funktion des
Immunsystems spielen, sind der Interleukin-7-Rezeptor und der complement
component 5a receptor 1 (72, 74). Laborinterne Versuche durch Karina Schuppler (AG
Reichold, Universitat Regensburg) mittels In-Situ-Hybridisierung auf verschiedene
Organe der Maus haben des Weiteren eine hohe CLN7-Expression in priméren und
sekundaren lymphatischen Organen ergeben. Dies stlitzt die These, dass CLN7 eine

wichtige Rolle bei immunologischen Vorgangen spielen kénnte.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der Forschungsarbeiten zu CLN7 ist es, durch ein besseres Verstandnis der
Funktion und pathophysiologischer Mechanismen potenzielle therapeutische Ansatze
fur CLN7-assoziierte Erkrankungen zu entwickeln. In dieser Dissertation wurden
Untersuchungen zur Rolle von CLN7 bei immunologischen Prozessen, insbesondere

der SARS-CoV-2-Infektion, sowie dem Cholesterinstoffwechsel durchgefuhrt.

Die Viruslast von HEK293T-Zellen nach SARS-CoV-2-Infektion steht in engem
Zusammenhang mit der CLN7-Expression (55). Aufgrund der Rolle von ACE2 bei der
Virusaufnahme (41) sollten die zellulare Verteilung und Expressionsstarke von ACE2

im HEK293T-Zellmodel in Abhangigkeit der CLN7-Expression untersucht werden.

ACE2-Rezeptoren sind in Lipid Rafts lokalisiert, welche fur die Aufnahme
verschiedener pathogener Viren und Mikroorganismen wichtig sind (56, 70). Es gibt
Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen CLN7 und der Funktion von Lipid Rafts
(55). Da Lipid Rafts sich durch einen besonders hohen Cholesterin-Gehalt
auszeichnen (64), sollte die Verteilung und Menge von Cholesterin in HEK293T-Zellen

in Abhangigkeit der CLN7-Expression analysiert werden.

Um aullerdem die bereits vorhandenen Erkenntnisse zu CLN7 im HEK293T-
Zellmodell zu festigen, sollte ein weiteres Zellmodell etabliert werden. Aufgrund der
Hinweise auf eine wichtige Rolle des CLN7-Proteins fur das Immunsystem wurden
hierfir THP-1-Zellen verwendet. Diese humane Zelllinie stammt von Monozyten ab
und wird in der immunologischen Forschung vielfach verwendet (81). Mittels RNA-
Interferenz sollte ein transienter Knockdown von CLN7 in THP-1-Zellen durchgefiihrt

werden.

Die THP-1-Zellen wurden des Weiteren mit einem CLN7-EGFP-Plasmid transfiziert,
um durch die Fluoreszenz des erzeugten Fusionsproteins tubuldre Lysosomen
sichtbar zu machen. Diese speziellen Lysosomen wurden bereits in verschiedenen
Zelllinien des Monozyten-Makrophagen-Systems sowie in CLN7-Uberexprimierenden
HEK293T-Zellen nachgewiesen (77).

Diese Versuche dienten dem Bestreben, weitere Erkenntnisse Uber den

Zusammenhang zwischen dem CLN7-Protein und dem Immunsystem zu erlangen. Ein
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besseres Verstandnis dieser Wechselwirkungen konnte ein Schritt auf dem Weg zu
einem umfassenden Wissen um die Funktion des Proteins selbst, der
Pathophysiologie der CLN7-Erkrankung und letztlich der Entwicklung therapeutischer

Maoglichkeiten sein.

16



Material und Methoden

2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Gerate

Gerat

Hersteller

accu-jet pro Pipettierhelfer

Thermo Fisher Scientific Inc. (US)

Axio Observer Z1

Carl Zeiss AG (DE)

BD Accuri C6 Durchflusszytometer

Becton, Dickinson and Company (US)

BD FACSCelesta Durchflusszytometer

Becton, Dickinson and Company (US)

VWR CT15RE Zentrifuge

VWR International GmbH (DE)

Hettich EBA 20 Zentrifuge

Andreas Hettich GmbH & Co. K (DE)

FastGene FAS V Geldokumentationssystem

Nippon Genetics Europe GmbH (DE)

Inkubationsschrank C170

Binder GmbH (DE)

LightCycler 480 Instrument Il (96-well)

F. Hoffmann-La Roche AG (CH)

Milli-Q-Anlage (Biocel A10)

Millipore (DE)

MSC Advantage Sicherheitswerkbank

Thermo Fisher Scientific Inc. (US)

NanoDrop2000c Spektralphotometer

Thermo Fisher Scientific Inc. (US)

Neubauer Zahlkammer

Glaswarenfabrik Karl
GmbH & Co. KG (DE)

Hecht

Primovert Mikroskop

Carl Zeiss AG (DE)

T-Personal 48 Thermocycler

Biometra GmbH (DE)

Transferpette S (1 pl / 10 pl/ 1200 pL / 1000 pl)

Brand GmbH & Co. KG (DE)

Unipack 250

Biotech SL (ES)

Wasserbad WNE 29

Memmert GmbH & Co. KG (DE)

Xplorer elektronische Pipette

Eppendorf (DE)

Z300 Zentrifuge

Hermle Labortechnik GmbH (DE)

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

Adhéasive Verschliussfolie, fliir Realtime-PCR

Nerbe plus GmbH & Co. KG (DE)

BD Microlance 3 Kanilen (27 G)

BD Biosiences (DE)

BioLite 6-well Multidish

Thermo Fisher Scientific Inc. (US)

BioLite Cell Culture Treated Dishes (35
mm/100mm)

Thermo Fisher Scientific Inc. (US)

Centrifuge tubes PP (15 ml/50 ml)

Nerbe plus GmbH & Co. KG (DE)

Einwegspritzen (1 ml)

BD Biosiences (DE)

Filter tips (10 pl/100 pl/21250 pl)

Nerbe plus GmbH & Co. KG (DE)

PCR Microcentrifuge tubes (0,2 ml/0,5 ml)

Nerbe plus GmbH & Co. KG (DE)

PCR-Platte PP (96x0,2ml)

Nerbe plus GmbH & Co. KG (DE)

Pipettenspitzen (10 pl/200 pl/2000 pl)

Sarstedt AG & Co. KG

Reagiergefald (1,5 ml/2 ml)

Sarstedt AG & Co. KG

Serologische Pipette PS (10 ml/25 mi/50 ml)

Nerbe plus GmbH & Co. KG (DE)

Zellkulturflaschen BioLite (25 cm?/75 cm?)

Thermo Fisher Scientific Inc. (US)

17




Material und Methoden

2.1.3 Chemikalien, Substanzen und Lésungen

Produkt

Hersteller

FCS (Fetales Kalberserum)

Capricorn Scientific GmbH (DE)

Gibco 0,5% Trypsin-EDTA in DPBS (1x)

Thermo Fisher Scientific Inc. (US)

Ham's F-12 Nutrient Mixture
Bovines Fibronektin

Thermo Fisher Scientific Inc. (US)

Lipofectamine 3000

Thermo Fisher Scientific Inc. (US)

MEM (Minimales essenzielles Medium) mit
EarleSalzen und L-Glutamin

Capricorn Scientific GmbH (DE)

Midori Green Xtra

Nippon Genetics Europe GmbH (DE)

M-MLV RT (Moloney Murine Leukemia Virus
Reverse Transkriptase) H-

Promega GmbH (US)

Mounting Medium Glycergel

Dako North America Inc (US)

Mouse anti rat CD68 Antikorper, Klon ED1

Bio-Rad Laboratories GmbH (DE)

Nuclease-free Water

Promega GmbH (US)

Opti-MEM | Reduced Serum Medium

Thermo Fisher Scientific Inc. (US)

Penicillin/Streptomycin (100x)

Capricorn Scientific GmbH (DE)

Random Primers

Promega GmbH (US)

Rnase-Inhibitor (Recombinant RNasin®

Ribonuclease Inhibitor)

Promega GmbH (US)

RT-Puffer (Rerverse Transkription Puffer)

Promega GmbH (US)

3-Mercaptoethanol

Merck KGaA (DE)

TAE (TRIS-Acetat-EDTA) — Puffer (50x)

AppliChem GmbH (DE)

Takyon No Rox SYBR MasterMix blue dTTP

Eurogentec (BE)

2.1.4 Enzyme und Kits

Produkt

Hersteller

Accutase Cell Detachment Solution (1x)

Capricorn Scientific GmbH (DE)

Lipofectamine 3000

Thermo Fisher Scientific Inc. (US)

NucleoSpin RNA Kit

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (DE)

2.1.5 Zellkulturmedien, Puffer und Losungen

Losung Inhaltsstoffe Menge
Accutase-L6sung Accutase Cell Detachment Solution (1x) 10 ml
DPBS 1x 40 ml
Coating-Medium fir Life Cell | Ham's F-12 Nutrient Mixture 97 ml
Imaging Bovines Fibronektin (1 mg/ml in H2O) 1mi
Collagen (calf skin) (1 mg/mlin 0,1M AcOH) 1ml
Bovines Serumalbumin (BSA) (7,5%) 50 ml
Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml) 1ml
Decontamination Solution fur | 10-15% Natriumhydrochlorit 21 ml
BD Accuri™ C6 Millipore Wasser 479 ml
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FACS Puffer DPBS 48 ml
Fetales Kélberserum (FCS) 2 mi

Phosphat gepufferte | KH2PO 1,8 mM

Salzlésung (PBS) 1x | Na2HPOq 10,3 mM

pH = 7,4 (NaOH/HCI) NaCl 137 mM
Ad 1 | mit Aqua dest.

TAE-Puffer TRIS-Acetat-EDTA (TAE) — Puffer (50x) 10 mM
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) 1 mM
Ad 1 I mit Aqua dest

Zellkulturmedium fur | DMEM mit Earle-Salzen und L-Glutamin 500 ml

HEK293T-Zellen Fotales Kalberserum (FCS) 50 ml
Penicillin Streptomycin (10.000 U/ml) 5ml

Zellkulturmedium fiir THP-1- | RPMI 1640 500 ml

Zellen Fetales Kalberserum (FCS) 50 ml
Penicillin Streptomycin (10.000 U/ml) 5ml

2.1.6 Zelllinien

Zelllinie Spezies | Gewebe | Bezugsquelle

Human Embryonic | Mensch | Niere Monther Abu-Remaileh (Assistant

Kidney (HEK)-293T- Professor Stanford University)

Zellen

CLN7 -/- 99-4 Human | Mensch | Niere Monther Abu-Remaileh (Assistant

Embryonic Kidney Professor Stanford University)

(HEK)-293T-Zellen

CLN7 -/- 94-5 Human | Mensch | Niere Monther Abu-Remaileh (Assistant

Embryonic Kidney Professor Stanford University)

(HEK)-293T-Zellen

THP-1-Zellen Mensch | Blut Prof. Dr. Barbara Schmidt (Institut far

Mikrobiologie und Hygiene Regensburg)

2.1.7 Plasmide und DNA-Vektoren

Plasmid

Funktion

Bezugsquelle

PIRES AcGFP/CLN7

Uberexpression von AcGFP

und CLN7

Intern (Katharina Tschakert)

pEGFP-C1-CLN7 Uberexpression des | Dr.  Vladimir  Milenkovic
Fusionsproteins EGFP- | (Universitatsklinikum
CLN7 Regensburg)

pGFP Uberexpression von GFP Intern (Prof. Dr. rer. nat.

Rainer Schreiber)

pPIRES2-AcGFP1

Uberexpression von AcGFP

Clontech Laboratories, Inc.
(US), 632435
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2.1.8 RNA-Vektoren

SiRNA Target-Gen Bezugsquelle
siMFSD8 MFSD8 siTOOLs Biotech (DE)
Negativkontrolle - siTOOLs Biotech (DE)

2.1.9 Sequenzierungsprimer

Primer Primersequenz Annealingtemperatur
CLN7 sense 5' CACCTGGAAGCAGAGAATGG 3 62 °C
CLN7 antisense 5' ACCCTACACTGCTGAGAAAC 3 61 °C
hGAPDH sense 5' CTGCACCACCAACTGCTTAG 3 60 °C
hGAPDH antisense | 5' CTTCCCCATGGTGTCTGAG 3' 60°C

2.1.10 Software

Name Hersteller

BD Accuri C6 Software Becton, Dickinson and Company (US)
BD FACSDiva Software Becton, Dickinson and Company (US)
EndNote X7 Clarivate Analytics (UK)

Flow Jo Becton, Dickinson and Company (US)
GIMP GNU Image | The GIMP Team

Manipulation Program

GraphPad Prism GraphPad Software (US)

Zen Lite 2011 Carl Zeiss AG (DE)

2.2 Methoden

2.2.1 Versuche an HEK293T-Zellen

Die etablierte HEK293T-Zelllinie (Human Embryonic Kidney Cells) wird in der
Forschung vielfach verwendet, da sie einfach zu kultivieren und zu transfizieren ist.
Die urspriinglichen HEK-Zellen entstammten einem menschlichen Embryo. lhre
Herkunft wurde lange als renal angesehen, inzwischen wird jedoch angenommen,
dass sie aus der embryonalen Nebennierenanlage stammen (82). Durch die
Transfektion mit DNA-Bruchsticken des Adenovirus Typ 5 entstand die HEK293-
Zelllinie (83). Die verwendete Variante HEK293T exprimiert zusatzlich das SV40-large-
T-Antigen, welches die Replikation von Plasmiden mit dem entsprechenden SV40-

Replikationsursprung erlaubt (84).
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Durch vollstandiges Ausschalten des CLN7-Gens mithilfe der CRISPR/CAS-Methode
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR-associated
Protein) durch Monther Abu-Remaileh (Stanford University) entstanden die beiden
CLN7-defizienten HEK293T-Zelllinien knockout 94-5 und knockout 99-4 (CLN7 ko 94-
5 und ko 99-4). Diese beiden Knockout-Zelllinien wurden durch Schneiden des CLN7-
Gens an unterschiedlichen Stellen erschaffen. Die Verwendung von zwel
verschiedenen Knockout-Zelllinien diente der Vermeidung verfalschter Ergebnisse
durch Off-Target-Effekte. Die Knockout-Zellen wurden in den beschriebenen

Versuchen HEK293T Wildtyp-Zellen (wt) gegeniuibergestellt.

2.2.1.1 Kultur und Passage

Alle Zellen wurden in einem Inkubator bei 37 °C, 5 % CO:2 und einer Luftfeuchtigkeit
von 95 % kultiviert. Samtliche Arbeiten wurden unter keimfreien Bedingungen an der
Sterilbank durchgefihrt. Die Kultivierung erfolgte in T-25-Flaschen mit spezifischem
Medium, welches alle 2-3 Tage gewechselt wurde. Bei Erreichen einer Konfluenz Gber
90 % erfolgte die Passage. Dazu wurde nach dem Waschen der Zellen mit DPBS eine
funfmindtige Inkubation mit Trypsin-EDTA bei 37 °C durchgefuhrt, um die adhérenten
Zellen von der Oberflache zu l6sen. Nach dem Abstoppen der Reaktion durch
Verdinnen mit Medium und der Abzentrifugierung (1.000 rpm, 3 Minuten) wurden die

Zellen in neuem Medium auf die gewlinschte Konzentration ausgesat.

2.2.1.2 ACE2-Antikorper-Farbung

Zur Untersuchung der ACEZ2-Rezeptor-Dichte an der Oberflache verschiedener
HEK293T-Zelllinien wurde eine Farbung mit einem fluoreszenzmarkierten IgG-
Antikorper durchgefiihrt. Der polyklonale Ziegen-Antikérper bindet spezifisch an
humanes ACE2 und ist mit Allophycocyanin (APC) konjugiert. APC dient durch seine
Fluoreszenz der Markierung spezifischer Biomolekile, sodass Zellen gezielt mittels
Fluoreszenzmikroskopie oder Durchflusszytometrie untersucht werden kénnen (85).

Aufgrund der Photosensitivitat des APCs erfolgten alle Arbeiten unter Lichtschutz.

2.2.1.2.1 ACE2-Antikérper-Farbung zur Fluoreszenzmikroskopie

Die Farbung wurde einmalig an je einer Schale HEK293T wt und CLN7 ko 94-5

durchgefuhrt. Mindestens zwei Tage zuvor wurden die zu farbenden Zellen in Schalen

mit 3 mm Durchmesser auf gecoateten Glasplattchen (¢ 22mm, rund) ausgesat. Der
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APC-gekoppelte ACE2-Rezeptor-Antikorper wurde 1:100 in PBS verdinnt und ein
Mastermix hergestellt. Auf jede der Schalen wurden 700 yl des so verdinnten
Antikorpers gegeben. Nach der Inkubation bei Raumtemperatur flr eine Stunde
wurden der Antikorper wieder entfernt und die Zellen zwei Mal mit PBS gewaschen.
Im Anschluss wurde je ein Tropfen vorgewarmtes Mounting-Medium auf einen
Objekttrager gegeben. Das Deckglas wurde dann mit den nach unten weisenden
Zellen auf das Mounting-Medium gegeben. AnschlieRend wurden die so vorbereiteten
Proben mindestens 20 Minuten bei 4°C gelagert, um eine Aushartung des Mediums

ZU erreichen.

2.2.1.2.2 ACE2-Antikorper-Farbung zur Durchflusszytometrie

Zur Ermittlung des Hintergrundsignals durch unspezifische Antikérperbindung wurde
eine Isotypkontrolle genutzt. Isotypkontrollen sind Antikorper, die im Isotyp, der
Wirtspezies und dem Fluoreszenzfarbstoff mit dem Primarantikorper Ubereinstimmen,
jedoch gegen ein unspezifisches Antigen gerichtet sind. Durch ihre Verwendung kann
das unspezifische Hintergrundsignal ermittelt und so die Spezifitdt des priméren
Antikorpers bestatigt werden. Die Kontrolle wurde mit einem ebenfalls APC-
konjugierten 1gG-Antikorper der Gattung Ziege vom gleichen Hersteller durchgefihrt.
An jedem Versuchstag wurden drei Schalen mit HEK293T Zellen des Wildtyps sowie
CLN7 ko 99-4 und ko 94-5 verarbeitet und vermessen. Je eine Schale wurde mit dem
jeweiligen Antikorper gefarbt, die dritte enthielt ungefarbte Zellen, um eventuelle
Unterschiede in der Autofluoreszenz zwischen den Zelllinien feststellen zu kbnnen. Die
Messungen an wt- und CLN7 ko 94-5-Zellen fanden an neun verschiedenen Tagen

statt, die an CLN7 ko 99-4-Zellen nur an sieben.

Fur die Farbung wurden die kultivierten Zellen vorerst vom Boden der
Zellkulturflaschen abgeldst, indem sie 5 Minuten lang bei Raumtemperatur in 3 ml
Accutase (1:5 in DPBS) inkubiert wurden. Nach der Zentrifugation (2.000 rpm,
3 Minuten) wurden die Zellen in 1 ml kaltem FACS-Puffer resuspendiert und ab diesem
Zeitpunkt auf Eis gelagert, ausschliel3lich mit gekihlten Reagenzien in Kontakt
gebracht und bei 4 °C zentrifugiert. An dieser Stelle erfolgte die Ermittlung der Zellzahl
mit der Neubauer-Zahlkammer. Die benétigte Menge der Zellsuspension fur 800.000

Zellen wurde erneut zentrifugiert. Die Proben wurden nun in je 50 pl FACS-Puffer
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aufgenommen und gefarbt. Zur ACE2- und Isotypkontroll-Gruppe wurden je 10 pl des
jeweiligen Antikérpers, gelost in 50 pl FACS-Puffer, hinzugegeben. Zur ungefarbten
Kontrollgruppe wurden stattdessen 60 ul FACS-Puffer pipettiert. Bei Farbung mehrerer
Proben erfolgte zuvor die Herstellung eines Master-Mix. Alle Proben wurden nun bei
4 °C lichtgeschitzt 30 Minuten inkubiert. Danach erfolgte das Abzentrifugieren des
Farbstoffs, ein Waschschritt mit 1 ml FACS-Puffer und die Resuspension mit 300 pl
FACS-Puffer. Die Proben wurden bis zur Messung lichtgeschiitzt und auf Eis gelagert

und schnellstmoglich vermessen.

2.2.1.3 Filipin-Féarbung

Filipin ist der Uberbegriff fur vier isomere Makrolide, die aus einer Kultur von
Streptomyces filipinensis isoliert wurden (86). Dabei ist das in der Forschung meist
verwendete Filipin Il das vorherrschende Isomer (87). Im weiteren Text wird der Name
,Filipin® synonym fur dieses Isomer verwendet. Es bindet an freies, nicht aber an
verestertes Cholesterin und verfugt tber eine naturliche Fluoreszenz, mithilfe derer auf
Cholesteringehalt und -verteilung in Zellmembranen geschlossen werden kann.
Aufgrund seiner Interaktion mit der Membranstruktur kann es nicht an lebenden Zellen

verwendet werden (88).

Die Farbungen erfolgten nach dem etablierten Protokoll von Kruth et al. (89). Der
Filipin-Stock wurde gemalf Herstellerangaben hergestellt, indem Filipin in mit Stickstoff
begastem DMSO geldst und auf eine Konzentration von 5 mg/ml verdinnt wurde. Der
Stock wurde kurz vor der Farbung mit DPBS auf die Arbeitskonzentration von
100 pg/ml verdinnt. Die Farbungen wurden an den Zelllinien HEK293T CLN7 wt, ko
94-5 und ko 99-4 durchgefuhrt. Aufgrund der Photosensitivitat des Filipins erfolgten

alle Arbeiten unter Lichtschutz.

2.2.1.3.1 Filipin-Farbung zur Fluoreszenzmikroskopie
Der Versuch wurde einmalig durchgefuhrt. Nach Entfernung des Mediums und
zweifachem Waschen mit PBS wurden die Zellen in 1 ml Fixierlosung (1 %
Formaldehyd in PBS) fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Im Anschluss erfolgte
die Zugabe von je 1 ml Glycin (3% in PBS) fur 10 Minuten, um verbliebenes
Paraformaldehyd zu entfernen. In jede Schale wurden 700 pl des Filipin-Stocks
(100 pg/ml) gegeben. Dann erfolgte die Inkubation flr mindestens eine Stunde unter
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Lichtschutz. Die Filipinldsung wurde im Anschluss entfernt und die Zellen zwei Mal mit
PBS gewaschen. Im Anschluss wurde das Praparat wie in 2.2.1.2.1 beschrieben

eingedeckelt.

2.2.1.3.2 Filipin-Farbung zur Durchflusszytometrie

An diesem Experiment wurden zwei der Zelllinien, wt- und CLN7 ko 99-4, an acht
verschiedenen Tagen und die CLN7 ko 94-5-Zelllinie an sieben Tagen vermessen. Pro
Versuchstag wurde jeweils eine Probe der zu testenden Zelllinien gefarbt und mit einer
ungefarbten Probe verglichen. Mindestens einen Tag vor der Farbung wurden die
Zellen in Schalen mit 100 mm Durchmesser ausgesat. Nach dem Waschen mit 5 ml
DPBS wurden die Zellen vom Schalenboden abgel6st, indem sie 5 Minuten lang bei
Raumtemperatur in 3 ml Accutase (1:5 in DPBS) inkubiert wurden. Im Anschluss an
die Zentrifugation bei 2.000 rpm fur 3 Minuten wurde die Accutase entfernt und die
Zellen in Medium resuspendiert. An dieser Stelle erfolgte die Zellzahlung mittels der
Neubauer-Zahlkammer. Pro Zelllinie wurden dann 1,2 Millionen Zellen in je zwei
Eppendorf-Cups uberfihrt. Nach dem Abzentrifugieren des Mediums und einem
Waschschritt wurden die Zellen in je 1 ml Paraformaldehyd (1 % in PBS) fixiert und fur
10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem erneuten Waschen wurde die
Farbung mit Filipin begonnen. Dazu wurde jede zu farbende Probe in 500 pl des
verdunnten Filipins (Arbeitskonzentration von 100 pg/ml) resuspendiert. Die Proben,
die als Negativkontrolle nicht gefarbt werden sollten, wurden in der gleichen Menge
DPBS aufgenommen. Die Inkubation fur mindestens eine Stunde fand im Dunkeln

statt. Im Anschluss wurden die Proben auf Eis transportiert.

2.2.1.4 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Zahlung und Analyse von Zellen und
anderen kleinen Partikeln in einer Suspension. Dabei werden die Zellen einzeln durch
eine Kapillare geleitet, wahrend sie von Laserstrahlen getroffen werden. Durch diese
Laserstrahlen entsteht ein charakteristisches Streu- und Fluoreszenzlicht. Dieses wird
von Sensoren erfasst und verarbeitet. So kbnnen Ruckschlisse auf Anzahl, Grolze
und Granularitat der Partikel gezogen werden. Des Weiteren kbnnen spezifische intra-

und extrazellulare Strukturen durch fluoreszenzmarkierte Antikorper besetzt und so
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quantifiziert werden. Alle Versuche erfolgten an HEK293T-Zellen der Zelllinien CLN7
wt, ko 94-5 und ko 99-4.

2.2.1.4.1 Quantifizierung von ACE2-Rezeptoren

Zur quantitativen Ermittlung der ACE2-Rezeptoren wurde ein BD Accuri C6 mit der
gleichnamigen Software verwendet. Zur Exzitation der Fluorophore wurde Licht der
Wellenlange 640 nm und der FL4-Filter (675/25 mm) verwendet. Bei jeder Messung
wurden drei Schalen einer jeden Zellgruppe wie in 2.2.1.2.1 beschrieben gefarbt und
vermessen. Von jeder Probe wurden mindestens 10.000 Events aufgenommen. Zur
Auswertung wurden die Fluoreszenz-Mediane der drei Proben einer Zellgruppe

gemittelt.

2.2.1.4.2 Quantifizierung von freiem Cholesterin

Die Versuche zur Quantifizierung von freiem Cholesterin wurden in Zusammenarbeit
mit Herrn Rudiger Eder (Regensburger Centrum fir Interventionelle Immunologie) am
BD FACSCelesta Flow Cytometer der Firma BD mit der dazugehdrigen FACSDiva-
Software durchgefuhrt. Zur Anregung wurde ein Laser mit ultraviolettem Licht (UV,
Wellenlange 355 nm) verwendet. Die Vorbereitung der Zellen erfolgte wie in 2.2.1.3.2
beschrieben. Vor der Vermessung wurde die Zellsuspension durch ein 35 um Zellsieb
gefiltert, um eine einheitliche Suspension zu erhalten. Von jeder Probe wurden
mindestens 10.000 Events aufgenommen. Die Auswertung erfolgte mit dem
Programm FlowJo. Zur Auswertung wurde der Median des Fluoreszenzsignals

verwendet.

2.2.2 Versuche an THP-1-Zellen
Bei den verwendeten THP-1-Zellen handelt es sich um eine etablierte, spontan
immortalisierte Zelllinie, die von Monozyten aus dem Blut eines einjahrigen Kindes mit
akuter myeloischer Leukdmie abstammt (79). Durch Behandlung mit Phorbolestern
konnen sie zu Makrophagen-ahnlichen Zellen differenziert werden, die auch als MO-
Makrophagen bezeichnet werden. Diese naiven MO-Makrophagen kénnen durch
verschiedene Substanzen aktiviert werden und einen M1- oder MZ2-Phanotyp
ausbilden (80). Aufgrund der Ahnlichkeit zu primaren humanen Monozyten werden
THP-1-Zellen in der Forschung vielfach als Modell fir Funktion und Mechanismen des
Monozyten-Makrophagen-Systems verwendet (81). An dieser Stelle wurden sie
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aufgrund des vermuteten Zusammenhangs zwischen dem CLN7-Protein und dem

Immunsystem verwendet.

2.2.2.1 Kultur und Passage

Die allgemeinen Bedingungen in der Zellkultur entsprechen den bereits fir die
HEK293T-Versuche beschriebenen (siehe 2.2.1.1). Die THP-1-Zellen wurden in T25-
und T75-Zellkulturflaschen kultiviert. Drei Mal wochentlich wurde die Zellzahl mithilfe
der Neubauer-Zahlkammer bestimmt, einmal wochentlich wurde zudem die Viabilitat
der Kultur durch Anfarbung abgestorbener Zellen mit Trypanblau (1:20 in DPBS)
Uberpraft. Nach der Zahlung wurde die Zellsuspension durch Zugabe frischen
Mediums verdunnt, bis die Zielkonzentration von 300.000 bis 500.000 Zellen pro
Milliliter erreicht war. Bei Erreichen des maximalen Fillungstands der Flaschen
erfolgte die Passage durch Verwerfen eines Anteils der Zellsuspension und erneuter

Verdunnung durch Zugabe von Medium bis zur gewtinschten Zelldichte.

2.2.2.2 Transfektion von CLN7

Um fur die spateren  Transfektionen  Hinweise auf die  besten
Transfektionsbedingungen zu erhalten, wurden Vorversuche mit dem GFP-Plasmid
durchgefuhrt, da der Transfektionserfolg durch die Fluoreszenzmikroskopie
unkompliziert zu udberprifen ist. Des Weiteren wurden die Zellen mit zwei
unterschiedlichen CLN7-Vektoren transfiziert. Der acGFP-CLN7-pIRES-Vektor wurde
bereits in Vorarbeiten von Katharina Tschakert (Universitat Regensburg, AG Reichold)
hergestellt und fuhrt zur Koexpression des nichfusionierten CLN7-Wildtypproteins und
des Markers AcGFP. Aul3erdem wurde ein von Dr. Vladimir Milenkovic (Universitat
Regensburg) erzeugtes EGFP-CLN7-C1-Plasmid verwendet, das die Uberexpression

einer EGFP-gekoppelte Variante von CLN7 verursacht

Da THP-1-Zellen schwer zu transfizieren sind, sollten méglichst viele verschiedene
Bedingungen getestet werden. Diese sind der untenstehenden Tabelle 1 zu
entnehmen. Die genaue Durchfiihrung der Versuche wird im Folgenden néher
beschrieben. Zur einfacheren Zuordnung werden die Versuche mit den in Tabelle 1

angegebenen Nummern bezeichnet.
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Nr. | Methode Vektor Zellen Anzahl Anzahl
Versuche | Schalen
1 Lipofectamine3000 GFP THP-1-Zellen 1 8
2 Lipfectamine3000 | - acGFP-CLN7- | Makrophagen 1 12
/Dreamfect pPIRES
- EGFP-CLN7-
C1
Elektroporation GFP THP-1-Zellen 1 6
4 Elektroporation - acGFP-CLN7- | THP-1-Zellen, 2 6
pPIRES im Anschluss
- EGFP-CLN7- teilweise
Cl Differenzierung

Tabelle 1: Transfektion verschiedener Plasmide in THP-1-Zellen und aus ihnen
differenzierten Makrophagen

2.2.2.2.1 Lipofektion

Mittels Lipofektion kénnen zeitweilig ein oder mehrere Plasmide in Zellen eingebracht
werden. Die Methode beruht auf der Anwendung von kationischen Lipiden. Diese
bilden in wassrigen Lésungen Liposomen mit einer Lipid-Doppelschicht (90). Beim
Zusammentreffen mit Nukleinsduren, in diesem Fall Plasmid-DNA, entstehen
sogenannte Lipoplexe. Diese werden vor allem (ber Endozytose in die Zelle
aufgenommen. Uber noch nicht abschlieRend geklarte Mechanismen konnen die
Lipoplexe die Endosomen verlassen und in das Zytosol Gbergehen. Um transkribiert
zu werden, muss die DNA anschlielRend aus dem Zytosol in den Zellkern gelangen.
Dies kann zum einen wahrend der Auflosung der Kernmembran im Zuge der
Zellteilung geschehen, zum anderen ist ein aktiver, energieabhéngiger Transport in
den Nucleus maoglich. Ferner wird auch die Fusion von Lipoplex-gefullten Endosomen

mit der Kernmemembran diskutiert (91).

Fur die Anwendung der Methode mit dem GFP-Plasmid an THP-1-Zellen (Versuch
Nr. 1) wurde das Lipofectamine3000-Kit der Firma Thermo Fisher Scientific Inc. (US)
genutzt. Das Protokoll entsprach den Angaben des Herstellers und wurde um das von
Tang et al. beschriebene Vorgehen ergéanzt (92). Nach dem Zentrifugieren (1.000 rpm,
5 Minuten) der Zellsuspension wurde das alte Zellkulturmedium entfernt. Die Zellen
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wurden in neuem Medium resuspendiert und je 500.00 Zellen in ein Eppendorf Cup
(1,5 ml, konische Form) mit 500 yl Medium gegeben. Wahrend der 3-stiindigen
Inkubation konnten sich Zellaggregate am Boden des Cups bilden. Zur Optimierung
der Transfektionseffizienz wurden unterschiedliche Zellzahlen und bei der Herstellung
der Lipofektionsreagenzien unterschiedliche Konzentrationen getestet. Die genauen
Mengen der einzelnen Reagenzien sind der untenstehenden Tabelle 2 zu entnehmen.
Es wurden zwei Ansétze pipettiert: OptiMEM und Lipofectamine3000 (Ansatz 1) bzw
OptiMEM, und P3000 (Ansatz 2). Nach dem Vermischen beider Anséatze und der
zehnminltigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden je 50 ul des
Reaktionsansatzes auf die Zellen gegeben. Nach etwa 36-stiindiger Inkubation im
Inkubator erfolgte die Uberprifung des Transfektionserfolges mit dem

Fluoreszenzmikroskop.

Cup Nr.: 1 2 3 4 5 6 7 8

Zellzahl 1x10° 5x10°
OptiMEM (Ansatz 1) [pl] 100
Lipofectamine 3000 [pl] 0,75 15 0,75 15
OptiMEM (Ansatz 2) [pl] 100
GFP-Plasmid [ug] 0,5 1 0,5 1 0,5 1 0,5 1

P3000 [ul] 1 2 1 2 1 2 1 2

Tabelle 2: Tranfektionsbedingungen GFP-Plasmid/Lipofectamine3000 in THP-1-Zellen

Fur Versuch Nr. 2 sollten THP-1-Zellen nach ihrer Differenzierung zu Makrophagen
transfiziert werden. Dafur wurden je 1.000.000 THP-1-Zellen in 6-Well-Platten auf
gecoateten Glasplattchen (2 22 mm, rund) in 2 ml Zellkultur-Medium je Well ausgesat.
AnschlieRend erfolgte die Differenzierung durch Hinzugabe von 10 ng/ml Phorbol 12-
myristat-13-acetat (PMA) fur 48 Stunden. Im Anschluss wurden die Zellen mit den
acGFP-CLN7-pIRES- und EGFP-CLN7-C1-Plasmiden transfiziert. Es wurden jeweils
zwei Schalen mit dem acGFP-CLN7-pIRES-Vektor bzw. dem EGFP-CLN7-C1-

Plasmid transfiziert. Zwei weitere Schalen wurden kotransfiziert

Die Transfektion wurde mit dem Lipofectamine3000-Kit und DreamFect durchgefihrt.
Die verwendeten Mengen der einzelnen Reagenzien und Vektoren sind Tabelle 3 zu

entnehmen. Die Zellen wurden vor der Transfektion mit PBS gewaschen und zur
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Optimierung der Transfektionseffizienz in serumfreiem Medium inkubiert. Der weitere

Ablauf der Transfektion mit Lipfofectamine3000 erfolgte wie zuvor beschrieben.

Zellzahl 1x106

OptiMEM (Ansatz 1) [pl] 125

Lipofectamine 3000 [pl] 3,75

OptiMEM (Ansatz 2) [pl] 125
acGFP-CLN7-pIRES-Plasmid [ug] 2
EGFP-CLN7-C1-Plasmid [pg] 0,5

P3000 [pl] Doppelte Menge der jeweiligen Plasmide

Tabelle 3: Transfektionsbedingungen acGFP-CLN7-pIRES- und EGFP-CLN7-C1-
Plasmide/Lipofectamine3000 in aus THP-1-Zellen differenzierten Makrophagen

Des Weiteren wurde die Transfektion auch mit dem Lipofektionsreagenz DreamFect
versucht. Nach Angaben des Herstellers wurden DreamFect und OptiMEM zu einem
ersten Ansatz pipettiert, die jeweiligen Plasmide und OptiMEM zu einem zweiten. Die
genauen Mengen sind in Tabelle 4 angegeben. Die beiden Ansatze wurden
anschlie3end vermischt und nach 15-minttiger Inkubation bei Raumtemperatur auf die

Zellen gegeben.

Zellzahl 1x1068
OptiMEM (Ansatz 1) [pl] 100
DreamFect [pl] 6
OptiMEM (Ansatz 2) [pl] 100
acGFP-CLN7-pIRES-Plasmid [ug] 2
EGFP-CLN7-C1-Plasmid [pg] 0,5

Tabelle 4: Transfektionsbedingungen acGFP-CLN7-pIRES- und EGFP-CLN7-C1-
Plasmide/Dreamfect in aus THP-1-Zellen differenzierten MO-Makrophagen

Das Zellkulturmedium wurde etwa 4 Stunden spater mit FCS auf eine
Zielkonzentration von 10 % erganzt. Die Untersuchung der Zellen mit dem

Fluoreszenzmikroskop erfolgte nach weiteren 44 Stunden im Inkubationsschrank.

2.2.2.2.2 Elektroporation
Die Elektroporation ist ebenfalls eine transiente Transfektionsmethode. Durch ein

externes elektrisches Feld kann das Membranpotenzial von Zellen beeinflusst werden.
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Dieses legt man meist in Form eines kurzen Impulses an, sodass die Permeabilitat der
Membran kurzzeitig erhoht wird. So kdnnen exogene Molekile, in diesem Fall
Plasmid-DNA, in die Zelle gelangen. Bei optimalen Bedingungen ist nicht nur der
Eintritt von Substanzen in das Zellinnere mdglich, sondern auch eine darauffolgende
Erholung und das Uberleben der Zelle (93).

Die Elektroporation wurde gemald der Anleitung des Herstellers mittels des Neon
Transfection System durchgefiihrt. Zur Vorbereitung wurde das Neon Transfection
Tube in die Pipettenstation gesteckt und mit 3 ml E-Buffer befillt. Nach der
Abzentrifugation des Zellkulturmediums (5 Minuten, 1.000 rpm) wurden die Zellen drei
Mal mit DPBS gewaschen, anschlieend gezahlt und mit dem Neon Resuspension
Buffer auf eine Zielkonzentration von 200.000 Zellen/ul verdinnt. Je Schale wurden
dann 10 pl der Zellsuspension mit der entsprechenden Menge Plasmid versetzt. Im
Vorversuch (Versuch Nr. 3) mit dem GFP-Plasmid wurden zwei verschiedene
Plasmidmengen (1 und 3 pug) getestet, dabei wurden mit jeder der beiden
Konzentrationen drei Schalen transfiziert. Zur Transfektion der beiden CLN7-Vektoren
(Versuch Nr. 4) wurde jeweils 1 pg Plasmid verwendet. Dabei wurden jeweils zwei
Schalen mit dem acGFP-CLN7-pIRES-Vektor bzw. mit dem EGFP-CLN7-C1-Plasmid
transfiziert sowie zwei weitere Schalen kotransfizert. Im Anschluss wurde die
Suspension mit der Neon Pipette und einer 10 pl Neon Pipettenspitze luftblasenfrei
aufgenommen und mit der Pipettenstation konnektiert. Dann erfolgte die
Elektroporation mit den folgenden Parametern: Spannung: 1700 V, Impulsdauer: 20
ms, Anzahl: 1. Die Suspension wurde in vorbereitete Schalen mit antibiotikafreiem
Medium gegeben und bis zum Live-Cell-Imaging inkubiert. Jede Pipettenspitze wurde
fur maximal zwei Transfektionen verwendet. Bei Wechsel des zu transfizierenden

Plasmids wurden der Elektroporationsbuffer und die Pipettenspitze ausgetauscht.

Nach der Transfektion der beiden CLN7-Vektoren wurde die Halfte der Zellen wie in
2.2.2.2.1 beschrieben zu Makrophagen differenziert, um eventuelle Unterschiede in
der Transfektionseffizienz durch die Differenzierung feststellen zu kénnen. Alle Zellen

wurden 48 h nach der Transfektion mit dem Fluoreszenzmikroskop untersucht.
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2.2.2.3 CLN7-Knockdown durch RNA-Interferenz an THP-1-Zellen

Die RNA-Interferenz ist ein biologischer Prozess, bei dem kurze RNA-Molekile
verwendet werden, um die Expression bestimmter Gene zu hemmen. Die
Proteintranslation einer Ziel-mRNA (messenger ribonucleic acid) wird durch Eintritt der
entsprechenden doppelstangigen RNA (dsRNA) in die Zelle ausgeschaltet. Die dsDNA
wird durch das sogenannte Dicer-Enzym zu kleineren doppelstrangigen Abschnitten
namens small interfering RNA (siRNA) gespalten (94). Die siRNA wird im Anschluss
in den RNA-induced silencing complex (RISC) eingebaut. Dieser befindet sich zu
diesem Zeitpunkt in seiner Vorlaufer-Form (pre-RISC). Im Anschluss werden die RNA-
Strange entwunden, gespalten und nur der Leitstrang verbleibt im Komplex. Dessen
Auswahl erfolgt gemanR der thermodynamischen Stabilitdt der beiden Einzelstréange
(95). Diese Schritte markieren den Ubergang in die aktive Form des RISCs (holo-
RISC). Dann wird eine zum Leitstrang komplementéare mRNA in den RISC integriert

und durch die katalytische Untereinheit Argonaute2 blockiert oder gespalten (96, 97).

Die RNA-Interferenz kann genutzt werden, um im Rahmen eines Gen-Knockdowns
durch die Einfihrung von siRNA in die Zelle gezielt die Translation spezifischer Gene
zu verhindern. So kann die Funktion dieser Gene genauer untersucht werden. Zur
zielgerichteten Ausschaltung des CLN7-Gens erfolgte die Transfektion mit SiRNA
Pools der Firma siTOOLs Biotech. Die siRNA Pools bestehen aus 30 verschiedenen
siRNAs mit demselben Zielgen, um so durch die unterschiedlichen Sequenzen und die
geringere bendtigte Konzentration der einzelnen siRNAs unspezifische Effekte auf
andere Gene zu minimieren. Als Kontrolle wurde eine vom Hersteller designte
Negativkontrolle in Form einer siRNA ohne Ahnlichkeit zu einer menschlichen DNA-
Sequenz verwendet. AulRerdem wurden bei jeder Transfektionen unbehandelte Zellen

zum Vergleich herangezogen.

Um fir die spateren Versuche optimale Bedingungen zu ermdglichen, wurden
verschiedene Vorversuche durchgefihrt. Dabei variierten zum Beispiel die
Transfektionsmethode und Menge der eingesetzten siRNA. In einem der Versuche
wurde auRerdem ein Effekt auf die CLN7-mRNA-Expression durch das verwendete
Reagenz durch eine Mock-Transfektion ohne siRNA ausgeschlossen. Aufgrund der

niedrigen Effizienz der Transfektionen wurde auf3erdem eine Mehrfachtransfektion
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versucht. Dazu wurden die Zellen 48 und 96 Stunden nach der ersten Transfektion
erneut wie beschrieben transfiziert. Teilweise wurden in einem Versuch mehrere
verschiedene Bedingungen parallel getestet. Insgesamt wurden sechs Experimente
mit unterschiedlichem Versuchsaufbau durchgefuhrt. Die genauen
Transfektionsbedingungen sind der untenstehenden Tabelle 5 zu entnehmen. Die

Versuche wurden fir jede der Gruppen in Tripletts durchgefuhrt.

Nr. | Methode | Zellzahl siPool [nM] Dream- | Mock- Anzahl

Fect [ul] | Kontrolle | Trans-
fektionen
I Elektro- | 1x10° | 2,5x10° | 50 | 100 | 150 - Nein 1
poration

I 50 4 8 Nein 1

1] 50 4 Ja 1

v | Liro- Sx10° 30 4 Nein 1

v | fekton 40 4 Nein 1

VI 40 4 Nein 3

Tabelle 5: Transfektionsbedingungen siRNA gegen CLN7 in THP-1-Zellen

Der Ablauf der Elektroporation entspricht dem in 2.2.2.2.2 beschriebenen Vorgehen.
Der Versuch wurde auf einer 24-Well-Platte durchgefihrt. Fir jede der Kombinationen
aus Zellzahl und eingesetzter siRNA-Menge wurden zwei Wells mit gegen CLN7

gerichteter siRNA und eines mit der Negativkontrolle transfiziert.

Bei der Lipofektion erfolgte nach der Entfernung des Zellkulturmediums durch
Zentrifugation die Zellzéahlung und die Viabilitdtsiberprifung mit der Trypanblau-
Farbung (siehe Abschnitt 2.2.2.1). Die Zellen wurden in 700 pyl serumfeiem
Zellkulturmedium in jedes Well einer 12-Well-Platte ausgesat. Je Transfektion wurden
nun zwei Ansatze vorbereitet: 75 ul Opti-MEM und die Tabelle 5 entsprechende
Menge eines 1,5 uM Stocks des jeweiligen siPools (Ansatz 1) sowie 75 pl Opti-MEM
und die jeweilige Menge DreamFect (Ansatz 2). Die Ansatze wurden nun vermischt
und 15-20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Bei mehreren Transfektionen wurde
ein Master-Mix verwendet. Auf jedes Well wurden 100 ul des Reaktionsgemischs

gegeben. Nach vierstindiger Inkubation wurde die Zellsuspension je Well durch
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100 pl FCS und 200 ul des vor dem Aussaen entfernten Mediums erganzt, um die

Zellproliferation anzuregen.

2.2.2.4 Quantifizierung der CLN7-Expression mittels gqRT-PCR

Um die CLN7-mRNA im Anschluss an die Behandlung mit der siRNA zu quantifizieren,
wurde die Methode der gRT-PCR (Quantitative Polymerase-Kettenreaktion mit
reverser Transkription) genutzt. Nach der Zelllyse und der Isolation der mRNA erfolgte
die Transkription in cDNA. Diese wurde mit der gPCR amplifiziert und durch den
Farbstoff SYBR Green | nachgewiesen. Die relative Menge der cDNA wurde mithilfe
der Normierung auf das ebenfalls amplifizierte Housekeeping-Gen Glycerinaldehyd-3-

phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) bestimmt.

2.2.2.4.1 mRNA-Isolation

Zwei Tage nach der letzten siRNA-Transfektion erfolgte die Lyse der THP-1-Zellen
und die anschliel3ende Praparation der enthaltenen mRNA mithilfe des NucleoSpin
RNA Kits der Macherey-Nagel GmbH & Co. KG. Das Kit nutzt die Silika-Membran-
Methode. Das im Folgenden beschriebene Vorgehen entspricht den Angaben des
Herstellers.

Die Zellsuspension aus jedem einzelnen Well wurde in Eppendorf-Cups tberfuhrt und
5 Minuten bei 1.000 g zentrifugiert. Sofern nicht anders beschrieben, wurden alle
weiteren Zentrifugationsschritte fur 30 Sekunden bei 11.000 g durchgefuhrt. Nach
Abschiitteln des Uberstandes wurden die Cups auf Eis gelagert und lysiert, indem pro
Cup 350 pl Lysis-Buffer und 3,5 pl B-Mercaptoethanol hinzugegeben wurden. Bei
mehreren Proben wurde zuerst ein Mastermix hergestellt. Der Lysis-Buffer lysiert die
Zellemembran, optimiert die Bindung der RNA an die Silika-Membran und ist in
Verbindung mit B-Mercaptoethanol fur die Degradation von RNasen zusténdig. Bei
hohen Zellzahlen (> 1x10° Zellen) erfolgte die Homogenisierung der Suspension durch
eine Spritze mit einer 20-Gauge-Kaniile, um gro3ere Partikel besser zu zerkleinern.
Die NucleoSpin Filter wurden auf den Sammelréhrchen platziert und das Lysat
hineingegeben. Nach der Zentrifugation fur eine Minute wurde der NucleoSpin Filter
verworfen, 350 ul Ethanol (70 %) zum Lysat gegeben und durch finfmaliges Auf- und
Abpipettieren homogenisiert. Im Anschluss wurden die NucleoSpin RNA Columns auf
neue Collection Tubes gesetzt und die Suspension hinzugegeben, um die Bindung der
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MRNA an die RNA Column zu bewirken. Nach der Zentrifugation wurde die RNA-Saule
in ein neues Collection Tube platziert und 350 I Membrane Desalting Buffer
hinzugegeben. Dieser sorgt durch die Entfernung von Salzen flr eine bessere
Wirksamkeit der rDNase. Zur Entfernung von DNA-Kontaminationen wurden pro
Ansatz 10 pl rDNase und 90 ul rDNase-Reaction Buffer vermischt und 95 pl des so
entstandenen Gemischs auf die Sdulen gegeben. Die Reaktion fand wahrend einer
15-minutigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur statt. Im Anschluss wurde die
rDNase durch Zugabe von 200 ul Buffer RAW2 deaktiviert. Nach der erneuten
Zentrifugation und Platzierung der Saule in einem neuen Sammelréhrchen wurden
zum Waschen 600 ul Buffer RA3 hinzugegeben. Die Probe wurde zentrifugiert und der
Durchfluss verworfen. Dann erfolgte der letzte Waschschritt durch Zugabe von 250 pl
Buffer RA3. Um die Membran vollstandig zu trocknen, wurden die Proben jetzt
2 Minuten lang zentrifugiert. Zur Elution der isolierten mRNA wurden 40 pl RNase-
freies Wasser auf die S&ulen in neuen Sammelréhrchen gegeben und eine Minute lang
zentrifugiert. Um hohere mRNA-Konzentrationen zu erreichen, wurde das Eluat im
Anschluss noch einmal auf die Saule aufgetragen und erneut zentrifugiert.
Konzentration und Absorptionsmaxima der Proben wurden mithilfe des

NanoDrop 2000c bestimmt. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

2.2.2.4.2 Gelelektrophorese des mRNA-Isolats

Die Gelelektrophorese ist ein Verfahren, das verwendet wird, um biologische
Makromolekiile wie DNA, RNA und Proteine zu trennen und zu analysieren. Dazu wird
eine gelartige Substanz verwendet, in die die Makromolekiile eingebettet werden.
AnschlieRend wird ein elektrischer Strom durch das Gel geleitet, wodurch die
Makromolekile aufgrund ihrer elektrischen Ladung und GrofR3e in unterschiedlicher
Geschwindigkeit durch das Gel migrieren. Die aufgetrennten Molekile kénnen mittels

spezieller Farbstoffe visualisiert werden, um ihre Grof3e und Menge zu analysieren.

Um eine Degeneration der RNA auszuschlie3en, wurde das Produkt der RNA-Isolation
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Das Ergebnis der Gelelektrophorese ist beispielhaft
in Abbildung 1 dargestellt. Fur die Auftrennung wurde ein einprozentiges Argarosegel
aus 50 ml Tris-Acetat-EDTA-Puffer, 0,5g Agarose und 3 pl MidoriGreen Xtra

verwendet. Nach der Aushartung wurde das Gel in einer Laufkammer mit TAE-Puffer
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bedeckt. Je 1 pul des RNA-Produkts wurden mit der gleichen Menge RNA-Gel-
Ladefarbstoff (2x) vermischt und auf das Gel aufgetragen. Als L&ngenstandard
fungierten 2 ul eines 1 kb (Kilobase) Langenstandards. Dann wurde fur 10 Minuten
eine Spannung von 100 Volt angelegt. Im Anschluss konnten bei intakter RNA eine
18S- und eine 28S-Bande identifiziert werden. Letztere sollte dabei eine deutlich
starkere Fluoreszenzintensitat aufweisen. Fur die Dokumentation wurde das

Geldokumentationssystem FastGene FAS verwendet.

Abbildung 1: Gelelektrophorese des RNA-Isolats von 48 h zuvor mit sSiRNA
transfizierten THP-1-Zellen 1

1 kb Langenstandard; 2-3: Transfektion mit siRNA gegen CLN7; 4-6: Transfektion mit
unspezifischer siRNA; 5-10: unbehandelte Zellen

2.2.2.4.3 cDNA-Synthese

Die isolierte mRNA wurde mithilfe der Methode der reversen Transkription in cDNA
(complementary DNA) umgeschrieben. Hierfur wurden Produkte des Herstellers
Promega verwendet. Das folgende Vorgehen entspricht den Angaben des Herstellers.

Zunachst wurden je Probe 1 pg RNA, 1 pg Random Primer und PCR-Wasser zu einem
Gesamtvolumen von 15 pl pipettiert. Der Ansatz wurde im Cycler 5 Minuten lang auf
70 °C erhitzt, das anschlieBende Abkuhlen auf 4 °C begunstigt die Anlagerung der
Random Primer. Als Nachstes wurden zu dem Ansatz 5 pl Reaction Buffer 5x, 1,25 pl
dNTPs 10 mM, 1 ul RNase-Inhibitor und 3,75 pl PCR-Wasser hinzugegeben. Diese
Schritte dienen der Vorbereitung auf die eigentliche Transkriptase-Reaktion: Der
Reaction Puffer schafft optimale Bedingungen fur die Enzymaktivitat, der RNase-
Inhibitor inaktiviert eventuell vorhandene RNasen und die dNTPs bilden die Grundlage

der zu synthetisierenden cDNA. An dieser Stelle wurde der Ansatz aufgeteilt: 6 pl
35



Material und Methoden

wurden als Kontrolle auf Kontamination mit genomischer DNA ohne reverse
Transkriptase (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase/M-MLV-RT)
entnommen, die restlichen 20 ul wurden mit 1 pl reverser Transkriptase versetzt. Die

eigentliche cDNA-Synthese erfolgte dann im Cycler nach Tabelle 6:

Temperatur Dauer

Raumtemperatur | 10 Minuten

50 °C 50 Minuten
70 °C 15 Minuten
4°C konstant

Tabelle 6: Ablauf Polymerase-Ketten-Reaktion zur cDNA-Synthese

Zur spateren relativen Quantifizierung mittels einer Standard-Kurve wurde ein
Standard hergestellt, indem aus den reserve-Transkriptase-positiven Ansatzen jeweils
gleiche Mengen entnommen und vermischt wurden. Im Anschluss wurde eine

Verdinnungsreihe analog Tabelle 7 angelegt.

Verdunnung | Ausgangslésung PCR-H20 [ul]
1:5 2 pl unverdinnter Standard 8
1:25 2 ul 1:5 verdinnter Standard 8
1:50 1 pl 1:5 verdunnter Standard 9
1:125 2 pl 1:25 verdiinnter Standard 8

Tabelle 7: Standard-Verdinnungsreihe bei 2 ul Entnahme je Probe

2.2.2.4.4 Quantitative PCR

Mittels der quantitativen PCR wurde die gewonnene cDNA quantifiziert. Dazu wurde
ein spezifisches Primerpaar fur das humane CLN7-Gen verwendet. Die
Normalisierung der Expression des Zielgens erfolgte durch das konstitutiv exprimiertes
Housekeeping Gen GAPDH. Fiur die DNA-Quantifizierung wurde Takyon No Rox
SYBR MasterMix dTTP Blue des Unternehmens Eurogentec entsprechend den
Angaben des Herstellers verwendet. In diesem Master Mix sind neben dem DNA-
bindenden Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green | auch ein Puffer, MgClz, dNTPs und
eine Hotstart-DNA-Polymerase enthalten Es wurde ein Master Mix nach dem

Pipettierschema in Tabelle 8 hergestellt:
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Losung Volumen [ul] pro Ansatz
Takyon No Rox SYBR® MasterMix dTTP Blue 50
Sense-Primer 10 uM 0,5
Antisense-Primer 10 uM 0,5
PCR-H20 3,5

Tabelle 8: Pipettierschema fir die quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Je 9 ul des Mastermix’ wurden auf eine 96-well-Microtiter-Platte aufgetragen und
anschlie3end je 1 pl des jeweiligen Templates hinzugegeben. Nach der Zentrifugation
fur 3 min bei 2.500 g konnte die Reaktion im LightCycler 480 Instrument 1l (96-well)
der Firma Hoffmann-La Roche AG durchgefihrt werden. Die Hotstart-Polymerase
wurde durch dreiminitiges Inkubieren bei 95 °C aktiviert. Im Anschluss folgte in
40 Zyklen die Amplifikation der cDNA: Die Messung der Fluoreszenz fand in jedem

Zyklus am Ende der Elongation statt.

Reaktion Temperatur [°C] | Zeit [S]
Denaturierung 95 15
Annealing 57 20
Elongation 72 20

Tabelle 9: Programm der quantitativen Polymerase-Kettenreaktion

2.2.2.4.5 Kontrolle der reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

Um Verunreinigungen der Ansatze mit DNA auszuschliel3en, wurden verschiedene
Negativkontrollen verwendet. In den Ansatzen ohne hinzugefligte reverse
Transkriptase sollte keine cDNA-gebildet werden. In diesen Proben konnte keine DNA
vorliegen, es sei denn, es lag eine Verunreinigung vor. Um wiederum eine
Kontamination der Negativkontrolle auszuschlieen, wurde die Messung aulRerdem

mit gereinigtem Wasser durchgefihrt.

Die Schmelzkurvenanalyse verifiziert, dass keine unspezifischen DNA-Amplikons
vorliegen. Dazu wurde das PCR-Produkt nach der RT-PCR langsam von 56 °C auf
95 °C erwarmt und das Fluoreszenzsignal dabei kontinuierlich gemessen. So kann
durch den Anstieg und das spatere Abfallen des Signals der Ubergang zwischen
doppelstrangiger und einzelstrangiger DNA nachgewiesen werden. Im Anschluss kann

die Kurve der Anderungsrate der Fluoreszenz in Bezug auf die Temperatur analysiert
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werden: Liegt lediglich ein Peak (H6hepunkt der Kurve) vor, ist eine Verunreinigung
durch unspezifische Produkte unwahrscheinlich, es sein denn, diese haben eine

ahnliche GroRe.

2.2.2.4.6 Auswertung - relative Quantifizierung

Die Ergebnisse wurden mit der Methode der relativen Quantifizierung berechnet.
Dabei wurde die Expression des CLN7-Gens relativ zu der des Housekeeping-Gens
GAPDH bestimmt. Die Transkription eines solchen ubiquitar und homogen
exprimierten Gens unterliegt keinen Regulationsmechanismen, sodass es als
endogene Kontrolle dienen kann. Fehler bei der RT-PCR, variierende Zellzahlen und
andere Ursachen verfalschter Ergebnisse konnen so ausgeglichen werden. In der
Praxis wird normalerweise keine optimale Effizienz (E) der Reaktion erreicht, zudem
konnen die Effizienzen des Ziel- und des Housekeeping-Gens unterschiedlich sein.
Aus diesem Grund wurde ein Effizienz-korrigiertes relatives Quantifizierungsmodell
verwendet. Zur Berechnung der Effizienz diente die Verdinnungsreihe. Aus den Ct-
Werten der Verdinnungsreihe wurde eine Regressionsgerade gebildet, deren
Steigung m die Berechnung der Effizienz nach folgender Formel zugrunde liegt:

E =10 (=1//m)

Mithilfe der Effizienzen und Ci-Werte des Ziel- und Referenzgens konnte im Anschluss

die relative Expression der jeweiligen Gene berechnet werden:

(EReferenzgen)ACtReferenzgen
(EZielgen)ACtZielgen

Relative Expression=

Der erhaltene Wert konnte mit anderen Werten verglichen werden, am zuverlassigsten

ist der Vergleich zwischen Werten des gleichen PCR-Laufs.

2.2.2.4.7 Gelelektrophorese der cDNA

Ebenso wie das RNA-Isolat wurde auch die mittels reverser Transkription
synthetisierte cDNA gelelektrophoretisch aufgetrennt. An dieser Stelle wurde ein
dreiprozentiges Argarosegel, bestehend aus 50 ml TAE-Puffer und 1,5 g Agarose
verwendet. AulRerdem wurde ein 50 bp (Basenpaar) Langenstandard verwendet. Das

weitere Vorgehen entspricht demin 2.2.2.4.2. beschriebenen Ablauf. Hier sollte, sofern
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keine unspezifischen DNA-Fragmente durch Verunreinigungen vorliegen, lediglich

eine einzelne Bande zu sehen sein.

2.2.3 Fluoreszenzmikroskopie

Zur fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung verschiedener Zelllinien wurde ein
inverses Mikroskop des Herstellers Zeiss verwendet. Die Aufnahmen erfolgten mit
dem 40x-Objektiv in Olimmersion. Neben der Durchlichtmikroskopie wurde Licht
verschiedener Wellenlangen verwendet: 335-383 nm (DAPI, Zellkerne), 450-490 nm
(GFP) und 625-655 nm (Cy5). Bei adharenten Zellen wurde vor der Mikroskopie das
Zellkulturmedium entfernt, das zellbewachsene Glasplattchen in die Live-Cell-Kammer
eingespannt und mit Leibovitz’s L-15-Gibco bedeckt. Die nicht adharenten Zellen
wurden in der Suspension aus Zellkulturmedium in die vorbereitete Einheit aus Live-
Cell-Kkammer und einem sauberen Glasplattchen gegeben und im Anschluss

untersucht.

2.2.3.1 Darstellung der Zellkerne durch bisBenzimide Hoechst 33258

Zur erleichterten Identifizierung einzelner Zellen in Ubersichtsaufnahmen bei der
Fluoreszenzmikroskopie wurden die Zellkerne vor der Analyse mittels bisBenzimide
Hoechst 33258 gefarbt. Dazu wurde die bendtigte Menge flr eine Zielkonzentration

von 1:200 zu den Zellen gegeben und diese anschlie3end fir 30 Minuten inkubiert.

2.2.4 Auswertung

2.2.4.1 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurden t-Tests fur unabhangige Stichproben sowie
einfaktorielle Varianzanalysen (analysis of variance, ANOVA) genutzt. Die Messwerte
wurden bei Anwendung einer einfaktoriellen ANOVA mittels des D'Agostino-Pearson-
Tests (omnibus K2) auf Normalverteilung tGberprift. Fur die Auswertung mit einem t-
Test wurde die Normalverteilung nicht Uberprift, da dieser gegenuber Verletzungen
der Normalverteilungsannahme als weitgehend robust gilt (98). Zur Testung der
Varianzhomogenitat wurde der Brown-Forsythe-Test verwendet. Bei nicht gegebener
Varianzhomogenitat wurde der t-Test um die Welch-Korrektur erganzt. Die Ergebnisse
wurden als Mittelwerte mit dem Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben.
Statistische Signifikanz (p <0,05) wurde mit einem Stern (*) gekennzeichnet,

nichtsignifikante Unterschiede (p = 0,05) mit ,ns*.
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2.2.4.2 Auswertung Durchflusszytometrie-Messungen

Das Gating stellt einen zentralen Schritt bei der Analyse von durchflusszytometrischen
Daten dar. Dabei werden die Zellen anhand spezifischer Oberflaichenmarker selektiert,
um gezielte Aussagen Uber bestimmte Zellpopulationen zu ermdglichen und
gleichzeitig unerwinschte Ereignisse, wie beispielsweise tote Zellen oder
Zellaggregate, zu eliminieren. Dieser Vorgang erfolgte im Anschluss an die in den
Abschnitten 2.2.1.2.1 und 2.2.1.4.1 (Quantifizierung von ACE2-Rezeptoren) sowie
2.2.1.3.2 und 2.2.1.4.2 (Quantifizierung von freiem Cholesterin) beschriebene Farbung
und Messung der HEK293T CLN7 wt- und CLN7 ko-Zellen.

Das folgende Vorgehen beschreibt die Auswertung der ACE2-Rezeptoren mittels
Durchflusszytometrie. Aufgrund der durchflusszytometrisch zwar detektierbaren, aber
schwachen Fluoreszenzintensitat in den Vorversuchen wurde zur genaueren
Differenzierung eine Negativkontrolle mittels eines Isotypkontroll-Antikdrpers
durchgefuhrt. Die Quantifizierung der ACE2-Rezeptoren erfolgte mithilfe des BD
Accuri C6 und der entsprechenden BD Accuri C6 Software. Um Zellaggregate, auch
als Doubletten bezeichnet, zu entfernen, wurde FSC-H gegen FSC-A aufgetragen und
ein Gate um die Einzelzellen gelegt (siehe Abbildung 2A). Danach erfolgte, wie in
Abbildung 2B gezeigt, die Darstellung von SSC-A gegen FSC-A, um tote Zellen und
Zelltrimmer zu identifizieren und auszuschlie3en. Innerhalb dieser Zellpopulation
wurde abschlieBend das Fluoreszenzsignal des APC-Fluorochroms in Form eines
Histogramms visualisiert. Um eventuelle Unterschiede der Autofluoreszenz zwischen
den verschiedenen Zelllinien aufzudecken, wurden zudem bei jedem Versuch auch
ungefarbte Proben vermessen (siehe Abbildung 2C). Abbildung 2D zeigt beispielhaft
das Signal der mit der Isotypkontrolle gefarbten Zellen, wahrend Abbildung 2E das

Signal der mit dem ACE2-Antikorper behandelten Zellen prasentiert.

In der weiteren Auswertung wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat der Isotyp-
Kontrolle von jener der mit dem ACE2-Rezeptor-Antikorper gefarbten Zellen
abgezogen, um die unspezifische Hintergrundfluoreszenz zu eliminieren. Im letzten
Schritt wurden die Werte der beiden CLN7-Knockoutzelllinien zu denen des Wildtyps

in Relation gesetzt.
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Abbildung 2: Gatingstrategie der ACE2-Messungen am BD Accuri C6

(A) Ausschluss der Doubletten durch Auftragen eines FSC-H/ FSC-A-Plots. (B) Ausschluss
nichtvitaler Zellen im SSC-A/FSC-A-Plot. Auftragen der APC-Signale in Form eines
Histogramms, hier beispielhaft gezeigt ungeféarbte Zellen (C) und mit dem Isotypkontroll-
Antikorper (D) bzw. dem ACE2-Antikorper gefarbte HEK293T CLN7 ko 99-4-Zellen (E).

Fur die Auswertung der Messungen des Cholesteringehalts mit dem BD FACSCelesta
Flow Cytometer wurde das Programm FlowJo verwendet. Die Messungen selbst sowie
das Gating wurden extern durch Herrn Rudiger Eder (Regensburger Centrum fur
Interventionelle Immunologie) im Sinne einer Serviceleistung ibernommen. Von jeder
Probe wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat ermittelt und hinsichtlich der

Unterschiede zwischen Wildtyp- und CLN7-Knockoutzellen analysiert.
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3 Ergebnisse
3.1 Versuche an HEK293T-Zellen
3.1.1 Untersuchung der Assoziation von CLN7 und ACE2

3.1.1.1 Visualisierung der ACE2-Rezeptoren durch Immunfluoreszenz

Aufgrund der Relevanz des ACE2-Rezeptors fur die zellulare Aufnahme von SARS-
CoV-2-Viren wurde die ACE2-Oberflachenexpression in HEK293T-Zellen mittels
Immunfluoreszenz untersucht. Ziel war es, mdgliche Unterschiede der ACE-2-
Expression in Abhéngigkeit der CLN7-Expression zu erkennen. Proben der Zelllinien
HEK293T CLN7 wt sowie CLN7 ko 94-5 wurden mit einem polyklonalen APC-
Antikoérper gefarbt, der an den humanen ACE2-Rezeptor bindet, und durch das
Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Wie in Abbildung 3 zu erkennen, konnte in keiner
der untersuchten Zelllinien ein mit den Augen klar erkennbares Signal festgestellt
werden. Diese Beobachtung zeigte sich auch bei Wiederholung des Versuchs. Griinde
daftr kdnnten ein nicht optimales Protokoll oder eine zu geringe ACE2-Expression der
untersuchten Zellen sein. Deshalb wurde im Anschluss eine durchflusszytometrische

Quantifizierung von ACE2 durchgefiihrt, welche eine héhere Sensitivitat besitzt.
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Abbildung 3: ACE2-Oberflachenexpression von HEK293T CLN7 wt (A) und

CLN7 ko 94-5 (B)

Vitale HEK293T-Zellen wurden mit einem APC-gekoppelten polyklonalen Antikdrper gegen
humane ACE2-Rezeptoren gefarbt. In keiner der Zelllinien konnte mit dem bloRen Auge ein
den ACE2-Rezeptoren entsprechendes Signal beobachtet werden. (1) Mit APC-gekoppeltem
ACE2-Antiktrper gefarbte ACE2-Rezeptoren (2) Mit Hochst 33258 gefarbte Zellkerne. (3)
Durchlichtbild.

3.1.1.2 Durchflusszytometrische Quantifizierung der ACE2-Rezeptoren

Aufgrund des schwachen Signals in der Fluoreszenzmikroskopie wurden wegen der
héheren Sensitivitat durchflusszytometrische Analysen durchgefiihrt. Damit sollte zum
einen die Funktion des Antikorpers und das Protokoll der Farbung tberpruft werden,
zum anderen sollte die ACEZ2-Expression zur besseren Vergleichbarkeit genau
guantifiziert werden. Es wurden Vorversuche durchgefuihrt, in  denen
durchflusszytometrisch eine zwar detektierbare, aber schwache Fluoreszenzintensitat
gemessen wurde. Deshalb wurde zur genaueren Differenzierung eine Negativkontrolle
mittels eines Isotypkontroll-Antikorpers durchgefuhrt. Diese Antikdrper stimmen im
Isotyp, der Wirtspezies und dem Fluoreszenzfarbstoff mit dem Primarantikdrper
Uberein, sind jedoch nicht gegen ein spezifisches Antigen gerichtet. Dessen Signal

wurde von dem Signal der mit dem ACE2-Rezeptor-Antikorper gefarbten Zellen
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abgezogen, um die unspezifische Hintergrundfluoreszenz zu eliminieren. Jede Probe
wurde dreifach gemessen und die Mediane wurden zur Auswertung genutzt. Die
Analysen zeigten, wie in Abbildung 4 dargestellt, eine um etwa 40 % reduzierte
Expression von ACE2-Rezeptoren in beiden CLN7-Knockout-Zelllinien gegeniber
dem Wildtyp.
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Abbildung 4: Durchflusszytometrische Quantifizierung der ACE2-Rezeptoren-Dichte in
den Zelllinien HEK 293T wt, CLN7 ko 99-4 und 94-5

Vitale HEK293T-Zellen wurden mit einem APC-gekoppelten ACE2-Rezeptor-Antikbrper
gefarbt. Ein Isotypkontroll-Antikérper wurde als Kontrolle fur das Hintergrundsignal genutzt.
Gezeigt sind die Mittelwerte aller gemessenen Mediane nach Abzug des Hintergrundsignals.
Gegenuber dem Wildtyp ist die ACE2-Oberflachenexpression in beiden CLN7-Knockout-
Zelllinien um etwa 40 % reduziert. Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwerts an.
* = p < 0,05 gegenliber dem Wildtyp.

Die Unterschiede zwischen den Wildtyp-Zellen und der jeweiligen Knockout-Zelllinie
waren signifikant, die p-Werte sind Tabelle 10 zu entnehmen. Die verringerte
Expression von ACE2 kann mit einer gestérten Funktion der Lipid Rafts in CLN7-

defizienten Zellen zusammenhangen.
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HEK293T-Zelllinie wit CLN7 ko 99-4 CLN7 ko 94-6
SEM 20,43 10,05 19,28
MW 165,10 101,07 88,52
n 9 7 9
p (gegeniber wt) - 0,0224 0,0150

Tabelle 10: Statistische Auswertung der ACE2-Oberflachenexpression verschiedener
HEK293T-Zelllinien

3.1.2 Untersuchung des Cholesterin-Stoffwechsels im HEK293T-Zellmodell
Cholesterin ist ein essenzieller Bestandteil von Lipid Rafts (64). Aufgrund der
angenommen zentralen Rolle von CLN7 bei der Funktion von Lipid Rafts sollten mit
der Quantifizierung des freien Cholesterins Hinweise auf einen mdglichen
Zusammenhang mit dem CLN7-Protein erlangt werden. Dazu wurden verschiedene
Zelllinien  mit  Filipin Il gefarbt  und  fluoreszenzmikroskopisch  sowie
durchflusszytometrisch untersucht. Filipin 11l farbt freies Cholesterin an, das vor allem
in den Membranen der Zelle enthalten ist. Verestertes Cholesterin wird nicht gefarbt
(88).

3.1.2.1 Lokalisation von Cholesterin in HEK293T Wildtyp- und CLN7-Knockout-Zellen
Um die Verteilung freien Cholesterins zu untersuchen, wurden HEK293T-Zellen des
Wildtyps mit den beiden CLN7-defizienten HEK293T-Zelllinien CLN7 ko 94-5 und ko
99-4 verglichen. Nach der Fixierung mit Formaldehyd und der anschlielenden
Behandlung mit Glycin wurden die Zellen mit dem zuvor angefertigten Filipin-Stock
gefarbt. Nach der einstiindigen Inkubation erfolgte die Entfernung des Farbstoffs und
die Fluoreszenzmikroskopie der Praparate. Die Farbung der drei Zelllinien ist in
Abbildung 5 dargestellt. In allen Zelllinien lief3 sich eine besonders hohe Fluoreszenz
im Bereich der Zellgrenzen beobachten, welche mit dem hohen Cholesteringehalt in
der Plasmamembran erkléart werden kann. Des Weiteren zeigen sich im Zellinneren
unterschiedlich geformte Strukturen, die Filipin besonders stark anreichern. In der
Fluoreszenzmikroskopie liel3 sich mit bloRem Auge kein eindeutiger Unterschied in der
Starke der Fluoreszenz feststellen, somit konnten keine Ruckschlisse auf einen
unterschiedlichen Cholesteringehalt der Zelllinien getroffen werden. Deshalb wurden
die Zellen zur Quantifizierung des freien Cholesterins durchflusszytometrisch
untersucht.
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Abbildung 5: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung von freiem Cholesterin in
HEK293T WT und CLN7 KO-Zellen

Fixierte HEK293T-Zellen des Wildtyps (A) und der CLN7-Knockout-Varianten ko 99-4 (B) und
ko 94-5 (C) wurden mit Filipin 11l (griin) gefarbt. In allen drei Zelllinien liel3 sich eine optisch
ahnliche Verteilung und Intensitat des Cholesterins-Signals erkennen. Neben der
Plasmamembran waren auch zytoplasmatische Strukturen angefarbt. (A) Filipin lll. (B)
Mischbild. (C) Durchlichtbild.

3.1.2.2 Quantifizierung von Cholesterin in CLN7-defizienten HEK293T-Zellen
mittels Durchflusszytometrie

Bei der Quantifizierung des Cholesteringehalt wurden HEK293T-Zellen des wt, ko 94-

5 und ko 99-4 miteinander verglichen, indem sie nach der Farbung mit Filipin I

durchflusszytometrisch vermessen wurden. In allen Fallen lag das Signal der gefarbten
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Zellen deutlich Gber dem der nicht gefarbten Zellen. Wie in Abbildung 6 dargestellt,

wiesen die gefarbten Zellen ein etwa 100-fach héheres Signal als die ungefarbten

Zellen auf.
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Abbildung 6: Durchflusszytometrische Quantifizierung von freiem Cholesterin in
HEK293T CLN7 Wildtyp- und Knockout-Zellen

Fixierte HEK293T CLN7 wt- sowie CLN7 ko 99-4- und 94-5-Zellen wurden mit Filipin Il gefarbt
und durchflusszytometrisch analysiert. (A) Mittlere Fluoreszenzintensitaten von gefarbten und
ungefarbten Zellen. Die gefarbten Zellen zeigten ein etwa 100-fach héheres Signal als die
ungefarbten Zellen. (B) Vom Signal gefarbter Knockout-Zellen wurde das Hintergrundsignal
abgezogen, das durch ungefarbte Zellen der gleichen Gruppe bestimmt wurde. Im Anschluss
wurde die Signalstérke in Relation zu ebenfalls gefarbten Wildtyp-Zellen gesetzt. Im Vergleich
zu Wildtyp-Zellen haben beide CLN7 ko-Zellinien (99-4 und 94-5) einen um knapp 14 %
verminderten Cholesteringehalt. Die Whisker der Boxplots sind Uber die jeweiligen Minimal-
und Maximalwerte definiert. Das +-Symbol markiert die Mittelwerte der jeweiligen Gruppe.
Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwerts an. * = p < 0.05, ns = p 2 0,05.

In den gezeigten Daten wurde das Signal der ungefarbten Knockout-Zellen von dem
der gefarbten Zellen subtrahiert. Im Anschluss wurde die Fluoreszenzintensitat mit
dem Signal von ebenfalls gefarbten Wildtyp-Zellen prozentual in Relation gesetzt. Es
konnte in beiden CLN7-Knockout-Zelllinien eine Reduktion des Cholesteringehalts um
knapp 14 % gegeniuber dem Wildtyp festgestellt werden. Der Unterschied zwischen
HEK293T wt- und CLN7-ko-99-4-Zellen war statistisch signifikant, der zwischen wt-
und ko-94-5-Zellen hingegen nicht. Die Werte schwankten dabei zwischen den

einzelnen Messtagen recht stark. Die genauen Daten der statistischen Auswertung
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sind Tabelle 11 zu entnehmen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Gehalt
freien Cholesterins in CLN7-defizienten Zellen verringert ist. Au3erdem unterstiitzen

sie die These, dass CLN7 eine wichtige Rolle fir die Funktion der Lipid Rafts innehat.

HEK293T-Zelllinie wit CLN7 ko 99-4 CLN7 ko 94-6
SEM 2182,33 2008,22 1934,38
MW 14718,56 13154,56 11185,71
n 8 8 7
p (gegeniber wt) - 0,0172 0,1981

Tabelle 11: Statistische Auswertung des Gehalts freien Cholesterins in verschiedenen
CLN7 knockout HEK293T-Zelllinien

3.2 Versuche an THP-1-Zellen

3.2.1 Transfektion von THP-1-Zellen und MO-Makrophagen mit verschiedenen
Plasmiden

Aufgrund des vermuteten Zusammenhangs zwischen CLN7 und zentralen

Immunprozessen wurden verschiedene Transfektionsversuche an THP-1-Zellen

durchgefiihrt. Diese dienen aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu primaren humanen

Monozyten als Modell fir Funktion und Mechanismen des Monozyten-Makrophagen-

Systems (81).

3.2.1.1 Vorversuche mit GPF-Plasmid

Um fir die anschlieBenden Transfektionen mit verschiedenen Vektoren moglichst
optimale Transfektionsbedingungen schaffen zu kénnen, wurden Vorversuche mit
einem GFP-Plasmid durchgefiihrt. Eine erfolgreiche Transfektion ist hier durch die
Fluoreszenzmikroskopie einfach zu tberprtfen, da GFP fluoresziert. Die im Folgenden
verwendete Nummerierung der Versuche entspricht Tabelle Nr. 1 in Abschnitt 2.2.2.2.,

die zur besseren Ubersicht hier erneut aufgefiihrt wird.
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Nr. | Methode Vektor Zellen Anzahl Anzahl
Versuche | Schalen
1 Lipofectamine3000 GFP THP-1-Zellen 1 8
2 Lipfectamine3000 | - acGFP-CLN7- | Makrophagen 1 12
/Dreamfect pPIRES
- EGFP-CLN7-
C1
Elektroporation GFP THP-1-Zellen 1 6
4 Elektroporation - acGFP-CLN7- | THP-1-Zellen, 2 6
pPIRES im Anschluss
- EGFP-CLN7- teilweise
Cl Differenzierung

Tabelle 12 (zur besseren Ubersicht erneut aufgefiihrt): Transfektion verschiedener
Plasmide in THP-1-Zellen und aus ihnen differenzierten Makrophagen

Die THP-1-Zellen wurde gemal der Herstellerangaben mit Lipofectamine3000
transfiziert (Versuch Nr. 1, Lipofektion) und nach 48 h mit dem Fluoreszenzmikroskop
analysiert. Dabei konnte keine einzige fluoreszierende Zelle beobachtet werden (Bild
nicht gezeigt), sodass als Nachstes eine Transfektion durch Elektroporation (Versuch
Nr. 3) versucht wurde. Diese wurde mit dem Neon Transfection System durchgefihrt.
Es wurden zwei verschiedene Plasmidmengen (1 und 3 pg) getestet. Nach 48-
stindiger Inkubation wurde die Fluoreszenzmikroskopie durchgefthrt. Wie in
Abbildung 7 zu sehen, zeigten sich vereinzelt transfizierte Zellen. Diese Zellen wurden
gezahlt und ihre Anzahl wurde mit Gesamtzahl der Zellen verglichen, sodass auf eine
Transfektionseffizienz von etwa 10% geschlossen werden konnte. Die
unterschiedlichen Plasmidmengen hatten keinen erkennbaren Unterschied in der
Transfektionseffizienz zur Folge. Des Weiteren war zu beobachten, dass viele Zellen
eine sehr granulare Struktur aufwiesen und vermehrt Uberreste untergangener Zellen
in der Suspension auftraten. Daraus konnte auf einen negativen Einfluss der
Elektroporation selbst oder der Expression des GFP-Plasmids auf die Zellviabilitat
geschlossen werden. Aufgrund der niedrigen Transfektionseffizienz und der

zytotoxischen Effekte wurden die Versuche nicht fortgefuhrt.
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Abbildung 7: Mit GFP-Plasmid durch Elektroporation transfizierte THP-1-Ze
(Versuch Nr. 3)

THP-1-Zellen wurden mithilfe des Neon Transfection System mit 1 ug GFP-Plasmid transfiziert
und nach 48-stiindiger Inkubation fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die Zellen wurden mit
einer Effizienz von etwa 10 % transfiziert und wiesen eine granulare Struktur auf. (1)
Erfolgreich mit GFP transfizierte Zellen. (2) Mit HOochst 33258 angefarbte Zellkerne. (3)
Durchlichtbild.

3.2.1.1.1 Transfektion von acGFP-CLN7- und EGFP-CLN7-Plasmiden in THP-1-Zellen und
MO-Makrophagen
MO-Makrophagen sollten mit fluoreszierenden CLN7-Plasmiden transfiziert werden,
um die Zellen auf das Vorhandensein von tubularen Lysosomen hin zu untersuchen.
Die hier verwendete Nummerierung der Versuche entspricht Tabelle Nr. 1 in Abschnitt
2.2.2.2 bzw. 3.2.1.1. In einem Versuch (Versuch Nr. 2, Lipofektion) wurden aus THP-
1-Zellen differenzierte Makrophagen transfiziert, in einem anderen erfolgte die
Differenzierung im Anschluss an die Transfektion (Versuch Nr. 4, Elektroporation). Das
unterschiedliche Vorgehen ergab sich aus der Adharenz der differenzierten Zellen, die
als Transfektionsmethode lediglich die Lipofektion erlaubt, eine Elektroporation ohne
erneutes Ablosen der Zellen jedoch unmdoglich macht. Als Vektor wurde in beiden
Versuchen sowohl das acGFP-CLN7-pIRES- als auch das EGFP-CLN7-C1-Plasmid
im Sinne einer Kotransfektion verwendet. In Versuch Nr. 2 wurden THP-1-Zellen durch
Hinzugabe von 10 ng/ml Phorbol 12-myristat-13-acetat (PMA) fir 48 Stunden
differenziert und im Anschluss transfiziert. Die Transfektion wurde in einem Teil der
Zellen mit Lipofectamine3000, in einem anderen Teil mit DreamFect durchgefuhrt. Als
Kontrolle wurde eine weitere Gruppe zwar differenziert, aber nicht transfiziert. In
Abbildung 8 werden die mit Lipofectamine3000 transfizierten Zellen mit der
Kontrollgruppe verglichen. Die mit DreamFect transfizierten Zellen unterschieden sich

nicht von denen, die mit Lipofectamine3000 behandelt wurden. Die Zellen aller
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Gruppen waren adharent, woraus auf eine erfolgreiche Differenzierung zu MO-
Makrophagen geschlussfolgert werden konnte. In keiner der Gruppen war ein GFP-
Signal zu erkennen. Daraus kann geschlossen werden, dass die Transfektion in keiner
einzigen Zelle gelungen ist oder aber im Falle einer gelungenen Transfektion die
CLN7-Uberexpression eine zelltoxische Wirkung hatte. Aus diesem Grund wurden die
Versuche nicht fortgefuhrt. Die Zellen zeigten jedoch eine Reaktion auf den Vorgang
der Transfektion. In der transfizierten Gruppe zeigten die meisten Zellen einen
veranderten Phanotyp, der sich durch verflachte Zellkérper und lange Fortsatze
auszeichnet und typisch fur aktivierte Makrophagen der Subtypen M1 oder M2 ist. In
der Kontrollgruppe hingegen zeigten fast alle Zellen die typische runde Form von MO-
Makrophagen (99, 100). Die wahrscheinliche Ursache dafur ist eine Aktivierung der
Makrophagen durch den Transfektionsvorgang, die eine weitere Differenzierung in die

M1- und M2-Subtypen verursachte.
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Abbildung 8: Kotransfektion von aus THP-1-Zellen differenzierten MO-Makrophagen mit
acGFP- und EGFP-CLN7 mittels Lipofektion sowie Negativkontrolle (Versuch Nr. 2)

(A) THP-1-Zellen wurden mit 10 ng/ml Phorbol 12-myristat-13-acetat (PMA) fiir 48 Stunden
differenziert und im Anschluss mittels Lipofectamine3000 mit acGFP-CLN7 und EGFP-CLN7
transfiziert. Es war kein GFP-Fluoreszenzsignal erkennbar. Die transfizierten Zellen zeigten
gegenuber der Negativkontrolle eine deutlich veranderte Morphologie mit verflachten Somata
und langen Auslaufern. Die Lipofektion kann eine unbeabsichtigte Aktivierung der MO-
Makrophagen zu M1- und M2-Makrophagen verursacht haben. (B) Als Negativkontrolle
wurden THP-1-Zellen ebenfalls wie zuvor beschrieben differenziert, aber nicht transfiziert. Es
gab kein GFP-Fluoreszenzsignal. Die Zellen zeigten grof3tenteils eine fur MO-Makrophagen
typische Morphologie. (1) GFP. (2) Durchlichtbild.

Bei Versuch Nr. 4 wurden die THP-1-Zellen mit dem Neon Transfektionssystem
elektroporiert und direkt im Anschluss wie zuvor beschrieben differenziert. Nach 48 h
wurden die Zellen mit dem Fluoreszenzmikroskop analysiert. In vereinzelten Zellen
war, wie in Abbildung 9 zu sehen, ein GFP-Signal messbar. Durch Auszahlung der
Zellen konnte auf eine Transfektionseffizienz von etwa 15 % geschlossen werden.
Einige wenige Zellen zeigten die bereits in anderen Zelllinien beobachteten
intrazellularen Vesikel von 5-10 um Grol3e, bei denen es sich wahrscheinlich um
vergroBerte Lyososmen handelte. Insgesamt war die Zellviabilitat niedrig, es waren
Zelltrimmer in der Suspension zu finden und die meisten Zellen waren trotz der

Differenzierung nicht adharent. Auf3erdem war eine stark veranderte Morphologie zu
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beobachten, die sich insbesondere durch eine ausgepragte Granularitat auszeichnete.
Es konnte angenommen werden, dass der Vorgang der Elektroporation die Zellen zu

stark geschadigt hatte. Deshalb wurde auch dieser Versuch nicht wiederholt.

Abbildung 9: Kotransfektion von aus THP-1-Zellen differenzierten Makrophagen mit
CLN7-Plasmiden mittels Elektroporation (Versuch Nr. 4)

THP-1-Zellen wurden mittels Elektroporation mit acGFP-CLN7 und EGFP-CLN7 transfiziert,
im Anschluss mit PMA differenziert und 48 h spéater fluoreszenzmikroskopiert. Etwa 15 % der
Zellen wurden transfiziert. Die Zellen zeigten eine granulére Morphologie und waren trotz
Differenzierung nicht adharent, in der Zellsuspension fanden sich vermehrt Uberreste
untergegangener Zellen. Intrazellular waren vergrof3erte Lysosomen von 5-10 pm zu
erkennen. (1) Erfolgreich transfizierte Zellen. (2) Durchlichtbild.

3.2.2 Quantifizierung der CLN7-mRNA in THP-1-Zellen nach siRNA-Behandlung

Um den Einfluss von CLN7 auf das Monozyten-Makrophagen-System zu untersuchen,
wurde mittels RNA-Interferenz versucht, die Expression des CLN7-Gens in THP-1-
Zellen zu reduzieren bzw. mdglichst vollstdndig zu unterdriicken. Dazu wurden THP-
1-Zellen mit einer gegen das CLN7-Gen gerichteten siRNA transfiziert. Als Kontrolle
diente neben einer Gruppe unbehandelter Zellen eine Gruppe, die mit unspezifischer
SiRNA transfiziert wurde. Eine solche siRNA hat keine Ahnlichkeit mit menschlichen
Gen-Sequenzen. In einem der Versuche wurde aul3erdem eine ,mock®-Transfektion
durchgefuhrt, bei der die Zellen ohne die Zugabe von siRNA dem
Transfektionsprozedere ausgesetzt wurden. Die THP-1-Zellen wurden mittels
Elektroporation oder Lipofektion mit CLN7-siRNA transfiziert. Der Transfektionserfolg
wurde 48 Stunden spater mittels gRT-PCR Uberprift. Die hier verwendete
Nummerierung der Versuche entspricht Tabelle 5 in Abschnitt 2.2.2.3, die im

Folgenden zur besseren Ubersicht erneut aufgefihrt wird.
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Nr. | Methode | Zellzahl siPool [nM] Dream- | Mock- Anzahl

Fect [ul] | Kontrolle | Trans-
fektionen
I Elektro- | 1x10° | 2,5x10° | 50 | 100 | 150 - Nein 1
poration

Il 50 4 8 Nein 1

1] 50 4 Ja 1

v | Liro- Sx10° 30 4 Nein 1

v | fekton 40 4 Nein 1

VI 40 4 Nein 3

Tabelle 13 (zur besseren Ubersicht erneut aufgefiihrt): Transfektionsbedingungen
siRNA gegen CLN7 in THP-1-Zellen

Es gelang vorerst keine signifikante Reduktion der CLN7-Expression. Beispielhaft ist
in Abbildung 10 Versuch Nr. IV dargestellt, die Daten fur die weiteren Versuche werden
nicht gezeigt. Die Unterschiede zwischen den Gruppen waren statistisch nicht
signifikant.

ns
2.57 B siRNA_MFSDs

]  siRNA_Negativkontrolle
2.0
J |:| unbehandelt

—
a
1

CLN7/GAPDH
—
2

0.5+

0.0-

Abbildung 10: Quantifizierung der CLN7-mRNA mittels gRT-PCR nach siRNA-
Transfektion (Versuch Nr. V)

48 h nach der Transfektion mit siRNA mittels Lipofektion wurde mRNA aus THP-1-Zellen
isoliert und mit einer qRT-PCR quantifiziert. Uber die Gruppen hinweg waren keine
signifikanten Unterschiede feststellbar. Die Daten werden als Mittelwerte der Tripletts gezeigt.
Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwerts an. ns=p2=0.05.
GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase. gRT-PCR: Quantitative Polymerase-
Kettenreaktion mit reverser Transkription
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In den folgenden Versuchen wurde daraufhin die siRNA-Konzentration sukzessive
erhoht, auRerdem wurde in einem Versuch eine dreifache Transfektion im Abstand
von je 48 h durchgefuhrt. Schlie3lich konnte in Versuch Nr. Il mittels Lipofektion ein
1.200-facher, signifikanter (p = 0,0135) Knockdown der Genexpression gegeniber der
unbehandelten Kontrolle erreicht werden (siehe Abbildung 11). Jedoch zeigte sich
auch bei der Negativkontrolle eine signifikante (p = 0,0208) Reduktion der CLN7-
Genexpresson um den Faktor 12. Als Ursache dafir konnen Off-target-Effekte durch
zu hohe Konzentrationen der siRNA angenommen werden. Bei der ,mock"-
Transfektion zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p =0,6772) zu den
unbehandelten Zellen. Dementsprechend ist ein Einfluss des Transfektionsreagenz
auf die Genexpression als unwahrscheinlich anzusehen. Da ein Knockdown sich nur
mit signifikanten Off-Target-Effekten erreichen lie3, wurde die Versuchsreihe

abgebrochen.

55



Ergebnisse

A * B
.
1.5 ns | 0.08
— 2 Bl sRNACIN?
g S
o o . )
8 I  siRNA_Negativkontrolle
S g 0.06
™~
1.0 ™~ mock
z 5z ]
: 2
f::\ O 0.04 |:| unbehandelt
~ — =
= =z
o JTT B R - | o
0.5 :
; : 0.02-
i o i .
: o 2Pt 9
1 o |
! g 3! 2
0.0l —= 0.00 =

Abbildung 11: CLN7-Knockdown nach siRNA-Transfektion, mittels qRT-PCR
ausgewertet (Versuch Nr. 1)

48 h nach der Transfektion mittels Lipofektion wurde CLN7-mRNA aus THP-1-Zellen isoliert
und mit einer gRT-PCR quantifiziert. Die Auswertung erfolgte mittels relativer Quantifizierung,
als Referenzgen diente GAPDH. (A) Mit siRNA gegen CLN7 und unspezifischer siRNA
transfizierte Zellen zeigten eine Reduktion der CLN7-mRNA-Expression um den Faktor 1200
bzw. 12. Die mock-Transfektion hatte keinen signifikanten Einfluss. (B) Ausschnitt aus A zur
besseren Ubersicht. Die Daten werden als Mittelwerte der Tripletts gezeigt. Fehlerbalken
geben den Standardfehler des Mittelwerts an. *=p<0,05, ns=p=0,05.
GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase. qRT-PCR: Quantitative Polymerase-
Kettenreaktion mit reverser Transkription
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4 Diskussion

4.1 Assoziation zwischen CLN7- und ACE2-Expression

Die Expression von CLN7 beeinflusst die Viruslast von mit SARS-CoV-2 infizierten
HEK293T-Zellen in hohem Maf3e. So wurde von Heinl et al. nachgewiesen, dass die
Viruslast nach der Infektion in CLN7-Knockout-Zellen im Vergleich zu Wildtyp-Zellen
um 90 % reduziert ist, umgekehrt fihrt eine CLN7-Uberexpression zu einer
signifikanten Erh6hung der Viruslast um fast 90 % (55). Dieser Unterschied konnte auf
eine gestorte Aufnahme von Coronaviren zuriickzufihren sein, bei der das Enzym
ACE?2 als Rezeptor eine wesentliche Rolle spielt. Um den Zusammenhang zwischen
CLN7- und ACE2-Expression zu untersuchen, wurden HEK293T-Zellen mittels
Immunfluoreszenz untersucht. In der Fluoreszenzmikroskopie war aufgrund der
schwachen Fluoreszenz mit blolem Auge kein Signal erkennbar. Dies lag
wahrscheinlich an einer eher niedrigen ACE2-Rezeptordichte. Deshalb wurden die
Experimente durch durchflusszytometrische Analysen ergénzt. Untersucht wurden
zwei CLN7-defiziente Zelllinien, die sich durch einen CRISPR/Cas9-vermittelten
vollstandigen CLN7-Knockout an verschiedenen Stellen des Genoms unterschieden.
Die Verwendung von zwei unterschiedlichen Zelllinien diente dazu, verfélschte
Ergebnisse durch Off-Target-Effekte zu vermeiden. In beiden Knockout-Zelllinien
wurde eine im Vergleich zum Wildtyp um etwa 40% reduzierte ACE2-Expression
nachgewiesen (siehe Abbildung 4). Diese Ergebnisse sind ein deutlicher Hinweis auf

einen Zusammenhang zwischen CLN7- und ACE2-Expression.

Unklar ist, ob dieser Zusammenhang direkter oder indirekter Natur ist. Es kdnnte eine
bisher unbekannte direkte Wechselwirkung zwischen den beiden Zellstrukturen
bestehen. Zum Beispiel konnten CLN7-defiziente Zellen aufgrund gestorter
lysosomaler Funktionen ein verdndertes Expressionsmuster von Rezeptoren
aufweisen, das ACE2 und moglicherweise auch weitere Rezeptoren betrifft.
Lysosomen sind fur das Recycling von Rezeptoren zustandig, sodass eine gesttrte
lysosomale Funktion dieses Recycling behindern und somit eine verringerte ACE2-
Expression bedingen kénnte. Andererseits ist auch eine indirekte Reduktion der ACE2-
Expression denkbar. Es gibt Hinweise darauf, dass in CLN7-defizienten Zellen die
Menge an Lipid Rafts und deren Funktion gestort ist (55). Da ACEZ2 in Lipid Rafts

lokalisiert ist, ist es denkbar, dass die verringerte ACE2-Expression indirekt durch die
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Stérung der Lipid Rafts verursacht wird (56). Um diese Hypothese néher zu
untersuchen, kdonnte man in weiteren Versuchen prifen, ob andere in Lipid Rafts
lokalisierte Rezeptoren ebenfalls vermindert exprimiert werden. Des Weiteren kdnnte
Uberpruft werden, ob eine Stérung der Lipid Rafts eine verringerte Viruslast nach
Infektion von Wildtyp-Zellen verursacht. Eine solche Stérung kdnnte beispielsweise
durch Cholesterinentzug mittels Methyl-B-cyclodextrin verursacht werden (101). Es
ware auch moglich, einen Rescue-Versuch durchzufiihren, um zu untersuchen, ob
CLN7-defiziente Zellen nach einer transienten Transfektion mit CLN7 wieder mehr

ACEZ2 exprimieren.

Neben der Relation von ACE2 und CLN7 muss jedoch auch die Beziehung zwischen
ACE2-Expression und Viruslast hinterfragt werden. CLN7-defiziente Zellen weisen
eine geringere ACE2-Expression und nach Infektion mit SARS-CoV-2 eine niedrigere
Viruslast als Wildtyp-Zellen auf. Eine naheliegende Interpretation ist, dass die
geringere ACE2-Expression dazu fuihrt, dass weniger Viren in die Zellen gelangen und
die Viruslast somit niedriger ist. Wissenschatftlicher Konsens ist, dass SARS-CoV-2 fur
den Zelleintritt funktionelles ACE2 bendétigt (102, 103). Allerdings ist unklar, wie stark
sich die Hohe der ACE2-Expression auf die Virusaufnahme auswirkt. Einige
Autor*innen stellen die Hypothese auf, dass die Hohe der ACE2-Expression und somit
die Anzahl der Bindungsstellen fur das Virus dessen Virulenz beeinflusst (104, 105).
Manche verwenden basierend auf dieser Annahme Daten zur Expression von ACE2
zur Bewertung der Vulnerabilitdt verschiedener Gewebe (106). Andere wiederum
stellen eine Beziehung zwischen der HOhe der ACE2-Expression und der
Infektionsrate infrage, da SARS-CoV-2 eine sehr hohe Affinitat zu ACE2-Rezeptoren
aufweist (107). AulRerdem sind im klinischen Kontext Merkmale, die mit einer niedrigen
ACE2-Expression assoziiert sind (hoheres Alter, mannliches Geschlecht und
Hypertension) Risikofaktoren fur eine Ansteckung und einen schweren
Erkrankungsverlauf, wahrend Merkmale, die mit einer hohen ACE2-Expression
assoziiert sind (niedrigeres Alter, weibliches Geschlecht, Normotension, Therapie mit
ACE2-Rezeptor-Inhibitoren oder AT1-Rezeptor-Antagonisten) potenziell protektiv sind
(103, 108, 109).
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Letztlich scheint die Frage nach dem Zusammenhang zwischen der Hohe der ACE2-
Expression und Viruslast aufgrund der begrenzten Relevanz im klinischen Kontext von
nachrangiger Bedeutung, was ein Grund dafir sein kdnnte, dass sie bislang nicht
hinreichend untersucht wurde. Im Gesamtkontext des menschlichen Organismus
spielt ACE2 namlich eine ambivalente Rolle - einerseits ist es fur den Zelleintritt von
SARS-CoV-2 notwendig, andererseits ist eine erniedrigte ACE2-Expression wegen
regulatorischer Funktionen als Gegenspieler des homologen Enzyms ACE
problematisch. ACE wandelt Angiotensin | in Angiotensin Il um, das durch Bindung an
den AT1-Rezeptor vasokonstriktorische, entzindliche und fibrotische Effekte
hervorruft. ACE2 hingegen spaltet hauptsachlich Angiotensin Il zu Angiotensin-(1-7),
welches durch Bindung an den Mas-Rezeptor vasodilatierende, antioxidative und
antiproliferative Effekte fordert. So balanciert die ACE2/Angiotensin-(1-7)/Mas-Achse
die ACE/Angiotensin 1lI/AT1-Achse aus (110). Eine erniedrigte ACE2-Expression
(vorbestehend oder als Resultat einer Downregulation nach Infektion) kann somit als
Mitursache von schweren Komplikationen durch Lungenschaden und wichtiger Teil der
Pathogenese von COVID-19 als Multiorganerkrankung betrachtet werden (50, 107).

Es bleibt unklar, ob die verringerte ACE2-Expression die Hauptursache fur die
reduzierte Infizierbarkeit von CLN7-defizienten HEK293T-Zellen ist. Um diese These
eingehender zu prifen, ware ein Versuchsmodell denkbar, in dem ACE2 in CLN7-
Knockout-Zellen transfiziert wird, um ACE-Uberexprimierende, CLN7-defiziente Zellen
zu erzeugen. Diese konnten dann im Hinblick auf ihre Viruslast nach einer SARS-CoV-
2-Infektion untersucht werden. Auch konnte Uberpruft werden, ob CLN7-
Uberexprimierende HEK293T-Zellen mehr ACE2 exprimieren als Wildtyp-Zellen.
AulRerdem muss als limitierender Faktor der Aussagekraft dieser Ergebnisse die
geringe StichprobengroRe (9 bzw. 7 im Vergleich von Wildtyp-Zellen mit den beiden

CLN7-Knockout-Zelllinien) erwahnt werden.

Zusammenfassend konnte also eine reduzierte ACE2-Expression in CLN7-defizienten
Zellen nachgewiesen werden, die Bedeutung dieser Erkenntnisse ist allerdings nicht

abschlieBend geklart.
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4.2 Auswirkungen der CLN7-Expression auf den Cholesterin-Stoffwechsel

Es gibt verschiedene Hinweise auf eine gestorte Funktion der Lipid Rafts in CLN7-
defizienten Zellen. Insbesondere wurde eine Reduktion des zellularen GM1-Gehalts
durch einen CLN7-Knockout nachgewiesen (55). GML1 ist ein zentraler Bestandteil von
Lipid Rafts und wird deshalb als Marker verwendet. Auch die in dieser Arbeit
nachgewiesene reduzierte ACE2-Expression passt zu dieser Hypothese, da ACEZ2 in
Lipid Rafts lokalisiert ist (56). Weil Lipid Rafts sich durch einen hohen Gehalt an freiem
Cholesterin  auszeichnen, sollten HEK293T-Zellen auf Unterschiede im

Cholesteringehalt in Abhangigkeit von ihrer CLN7-Expression untersucht werden (64).

Zu diesem Zweck wurde eine Filipinfarbung an Wildtyp- und CLN7-Knockout-Zellen
durchgefuhrt. Filipin, ein aus Streptomyces filipinensis isoliertes Makrolid, bezieht sich
im Folgenden auf das Isomer Filipin Ill. Es bindet an freies, nicht verestertes
Cholesterin und kann aufgrund seiner nattrlichen Fluoreszenz zur Bestimmung von

Cholesteringehalt und -verteilung in Zellmembranen verwendet werden (86-88).

Mit blof3em Auge war in der Fluoreszenzmikroskopie kein Unterschied zwischen der
Fluoreszenzintensitat der verschiedenen Zelllinien erkennbar (siehe Abbildung 5).
Deshalb wurde eine durchflusszytometrische Analyse durchgefuhrt. Hier wurde in den
beiden verwendeten CLN7-Knockout-Zelllinien eine Reduktion des Gehalts an freiem
Cholesterin um etwa 15 % gegentuber Wildtyp-Zellen gemessen (siehe Abbildung 6).
Diese Ergebnisse konnen als erster Hinweis auf einen geringeren Gehalt freien
Cholesterins in CLN7-defizienten Zellen gewertet werden. Der Unterschied war jedoch
nur in einer der beiden verwendeten Knockout-Zelllinien gegentber den Wildtyp-Zellen
signifikant, weshalb diese Hypothese weiter verifiziert werden muss.

Die Messung des freien Cholesterins mittels Filipin brachte einige Herausforderungen
mit sich: Aufgrund des rapiden Fluoreszenzverlusts des Farbstoff-Stocks durch
Oxidation musste die Farbstoff-Verdiinnung an jedem Versuchstag neu hergestellt
werden. Dadurch bedingte Unterschiede in der Konzentration sind die
wahrscheinlichste Erklarung fur die stark schwankenden Messwerte. Bei einer
Wiederholung der Versuche miusste das Verfahren also weiter vereinheitlicht werden.

AulRerdem kodnnte es hilfreich sein, eine deutlich gro3ere Stichprobe zu untersuchen.
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Des Weiteren ist zu beriicksichtigen, dass Filipin nicht nur freies Cholesterin, sondern
auch GM1 mit einer ahnlichen Affinitat bindet (111). GM1 wird Ublicherweise mittels
der membranbindenden Untereinheit B des Choleratoxins (CTxB) markiert und
quantifiziert (112). Ein um 88 % reduzierter GM1-Gehalt in CLN7-defizienten Zellen
wurde in Messungen mit CTxB bereits nachgewiesen (55). Aus den in dieser Arbeit
festgestellten Unterschieden in der Fluoreszenzintensitat nach Filipinfarbung kann
also nicht eindeutig auf eine geringere Menge freien Cholesterins geschlossen
werden, da die Unterschiede auch durch die unterschiedliche GM1-Menge verursacht
sein konnten. Aufgrund der Herausforderungen einer einheitlichen Farbung mit Filipin
und der Affinitat von Filipin zu GM1 sollten die durchgefihrten Versuche um eine
spezifischere Quantifizierungsmethode ergéanzt werden. Momentan werden deshalb
durch die AG Reichold Untersuchungen zur Quantifizierung freien Cholesterins mit

weiteren Methoden der instrumentellen Analytik durchgefihrt.

4.3 Generierung einer CLN7-defizienten THP-1-Zelllinie

Um die bereits vorhandenen Erkenntnisse zu CLN7 im HEK293T-Zellmodell zu
festigen, sollte ein weiteres Zellmodell etabliert werden. Es gibt Hinweise auf eine
wichtige Rolle des CLN7-Proteins fur das Immunsystem. So interagiert CLN7 mit
verschiedenen Proteinen des Immunsystems, zum Beispiel HLA-DQAL, einem Gen
fur ein wichtiges Molekul des MHC-Klasse-11-Systems (72-75). Auch in laborinternen
Versuchen (Karina Schippler und Elena Heinl, AG Reichold, Universitat Regensburg)
ergaben sich Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen CLN7 und
immunologischen Funktionen: Es wurde eine hohe CLN7-Expression in primaren und
sekundaren lymphatischen Organen der Maus nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).
AuBerdem konnte CLN7 in tubularen Lysosomen CLN7-Uberexprimierender
HEK239T-Zellen gezeigt werden (Daten nicht gezeigt). Tubulare Lysosomen finden
sich vor allem in Immunzellen (77, 78). Aufgrund dieser Gegebenheiten sollten THP-
1-Zellen als Modell verwendet werden. Diese humane Zelllinie stammt von Monozyten
ab und wird in der immunologischen Forschung vielfach verwendet, auf3erdem kann
sie zu Makrophagen differenziert werden (81). Mittels RNA-Interferenz sollte ein

transienter Knockdown von CLN7 in THP-1-Zellen durchgefuhrt werden.
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In den Vorversuchen wurden die THP-1-Zellen mittels Elektroporation und Lipofektion
mit einem GFP-Plasmid transfiziert, um die Effizienz der Transfektion auf die Zellen
vorab zu prifen. Nach einer Transfektion mit dem GFP-Plasmid lasst sich der
Transfektionserfolg aufgrund der Fluoreszenz einfach mittels Fluoreszenzmikroskopie
Uberprifen, auf3erdem sind keine durch GFP selbst bedingten zytotoxischen Effekte
bekannt, wahrend dies fur andere Vektoren und die daraus entstehenden Produkte
nicht unbedingt ausgeschlossen werden kann. Es gelang nur durch die Elektroporation
eine Transfektion. Die Transfektionseffizienz war jedoch niedrig und es waren
erhebliche zytotoxische Effekte erkennbar (siehe Abbildung 6). Ursachlich dafur
konnte der Vorgang der Elektroporation selbst oder Effekte der Expression eines
erfolgreich transfizierten GFP-Plasmids sein. Die Diskussion der wahrscheinlichen
Ursache erfolgt in Abschnitt 4.4, um diese auch in den Kontext der Versuche zur CLN7-

Transfektion setzen zu kdnnen.

Aufgrund der uneindeutigen Ergebnisse aus den Vorversuchen wurde auch die SiRNA-
Transfektion mit beiden Methoden, Elektroporation und Lipofektion, durchgefihrt.
Anstatt des in den Vorversuchen genutzten Lipofectamine3000 wurde zur Lipofektion
das Reagenz DreamFect verwendet, da verschiedene Autor*innen mit diesem
Reagenz bereits zuverlassige siRNA-Transfektionen mit THP-1-Zellen berichteten
(113-116). Es sollten CLN7-siRNA und eine unspezifische siRNA ohne Ahnlichkeit zu
menschlichen Gen-Sequenzen zur Negativkontrolle in die Zellen eingebracht werden.
Letztere ist vom Hersteller der CLN7-siRNA entwickelt und dient der Detektion von Off-
Target-Effekten bei der siRNA-Transfektion. Nach mehreren erfolglosen Versuchen
mit anschlie3ender Steigerung der siRNA-Konzentration lief3 sich schlief3lich in einem
der Versuche mittels Lipofektion ein gegentber den unbehandelten Zellen signifikanter
Knockdown der CLN7-mRNA um den Faktor 1.200 beobachten. Gleichzeitig zeigte
sich ein signifikanter 12-facher CLN7-Knockdown in der Gruppe, die mit der
Negativkontroll-siRNA transfiziert wurde (siehe Abbildung 11). Da die CLN7-
Genexpression auch durch die unspezifische siRNA der Negativkontrolle signifikant
verringert wurde, kann auf sogenannte Off-Target-Effekte geschlossen werden. Das
bedeutet, dass die reduzierte Genexpression nicht ausschlie3lich auf der spezifischen
Wirkung der RNA-Interferenz beruht, sondern durch die Transfektion selbst
zusatzliche, nicht zielgerichtete Effekte auf verschiedene Gene entstehen. Neben der
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Negativkontrolle wurde auch eine ,mock“-Kontrolle durchgefiihrt, in der die Zellen ohne
Zugabe von siRNA dem Transfektionsprozess ausgesetzt wurden. Da sich hier kein
signifikanter Unterschied zu den unbehandelten Zellen zeigte, kann angenommen
werden, dass der Knockdown in den mit unspezifischer siRNA behandelten Zellen
nicht durch das Transfektionsreagenz, sondern durch die siRNA verursacht wurde. Ein
ausreichender Gen-Knockdown lief3 sich also nur auf Kosten der Spezifitat erreichen.
Die so generierten Zellen exprimierten zwar deutlich weniger CLN7, waren jedoch
aufgrund der Off-Target-Effekte nicht fur weiterfihrende Versuche geeignet. Dies ist
eine typische Hirde bei Versuchen zur RNA-Interferenz und beruht auf verschiedenen
Ursachen. Eine davon ist die nicht erwiinschte Herunterregulierung von Sequenzen,
die der Zielsequenz ahneln (117). Diesem Problem wurde in den beschriebenen
Versuchen bereits durch gepoolte siRNA entgegengewirkt. Dies beschreibt die
Verwendung verschiedener siRNAs, die an unterschiedlichen Stellen der Zielsequenz
ansetzen und so die Spezifitdit erhohen. Des Weiteren konnen siRNAs eine
Immunstimulation der betroffenen Zellen und somit die Ausschittung von
proinflammatorischen Zytokinen bewirken. Dies bringt zahlreiche intrazellulare
Reaktionen mit sich, die sich als Off-Target-Effekte zeigen kdnnen (117). Dies scheint
im vorliegenden Fall nicht nur mdglich, sondern sogar wahrscheinlich, da die
verwendeten THP-1-Zellen als Monozyten immunreaktiv sind (79). Den
immunstimulatorischen Effekten durch die Transfektion mit SiRNA kdnnte durch eine
Anpassung der verwendeten siRNAs entgegengewirkt werden. Die Starke der
Immunstimulation ist sehr unterschiedlich und hangt von verschiedenen Faktoren ab.
Einen Einfluss haben zum Beispiel das Vorhandensein bestimmter stimulatorischer
Sequenzmotive, Doppel- oder Einzelstrangigkeit der siRNA sowie die chemische

Modifikation bestimmter Uridin- und Guanosin-Reste (117).

Eine weitere Optimierung des Versuchsprotokolls wurde aus 6konomischen und
zeitlichen Grunden nicht durchgefuhrt. Bei einer Wiederaufnahme der Versuche wére
vorerst eine Wiederholung des gezeigten erfolgreichen Knockdowns mit Off-Target-
Effekten sinnvoll, da dieser auf einer einzigen Versuchsdurchfiihrung beruht. Im
Anschluss sollte das Lipofektions-Protokoll und insbesondere die SiRNA-

Konzentration weiter optimiert werden. Au3erdem kdnnte auch der verwendete siRNA-
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Pool in Zusammenarbeit mit dem Hersteller angepasst werden, um die Off-Target-

Effekte zu verringern.

4.4 Einfluss von CLN7 auf das Monozyten-Makrophagen-System

In verschiedenen Makrophagen-Zelllinien wurden tubulére Lysosomen nachgewiesen,
(77), welche, wie in laborinternen Arbeiten gezeigt, auch in CLN7-uUberexprimierenden
HEK293T-Zellen zu finden sind und selbst das CLN7-Protein enthalten. Deshalb
sollten THP-1-Zellen selbst sowie aus diesen mit Phorbol 12-myristat-13-acetat (PMA)
zu Makrophagen differenzierte Zellen mit zwei verschiedenen fluoreszierenden CLN7-
Plasmiden transfiziert werden. Die Schritte der Differenzierung und der Transfektion
erfolgten in Abhangigkeit von der verwendeten Transfektionsmethode in
unterschiedlicher Reihenfolge, da die zu Makrophagen differenzierten Zellen sich
aufgrund ihrer Adhérenz mit der Lipofektion transfizieren lassen, jedoch nicht

elektroporiert werden kdnnen.

Das EGFP-CLN7-C1-Plasmid fiihrt zur Uberexpression einer EGFP-gekoppelte
Variante von CLN7. Das durch Umklonierung erstellte pIRES-AcGFP-CLN7-Plasmid
hingegen verursacht die Koexpression des nichtfusionierten CLN7-Wildtypproteins
und des Markers AcGFP. Mittels dieser Transfektionen sollten die zuvor
beschriebenen tubuldren Lysosomen auch in THP-1-Zellen bzw. den aus ihnen
generierten Makrophagen gezeigt werden. Zur Transfektion wurden die Methoden der
Lipofektion und Elektroporation angewendet. In beiden Versuchsgruppen waren
(ebenso wie in den Abschnitt 4.3 diskutierten Vorversuchen mit dem GFP-Plasmid) in
der Fluoreszenzmikroskopie keine oder kaum fluoreszierenden Zellen sichtbar (siehe
Abbildung 8). Daraus kann geschlossen werden, dass eine Transfektion entweder
nicht gelungen ist oder aber die Uberexpression von CLN7 im Falle einer erfolgreichen

Transfektion zum Zelluntergang fuhrte.

Eine weitere interessante Beobachtung waren nicht erwartete Nebeneffekte auf die
Zellen. Jene Zellen, die nach ihrer Differenzierung zu Makrophagen mittels Lipofektion
mit AcGFP- und EGFP-CLNT7 transfiziert wurden, zeigten eine andere Morphologie als
die Zellen der Negativkontrolle, die nach der Differenzierung nicht transfiziert wurden.
Erstere zeichneten sich durch ihre Adhérenz und eine verflachte Form mit

Zellefortsatzen aus. Die Zellen der Negativkontrolle waren zwar ebenfalls adharent, in
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ihrer Form jedoch eher kugelig ohne Fortséatze (siehe Abbildung 8). Die Adharenz der
beiden Gruppen deutet darauf hin, dass die Differenzierung zu M0O-Makrophagen aus
den THP-1-Zellen erfolgreich war. Die transiente Transfektion scheint jedoch einen
Einfluss auf die weitere Differenzierung gehabt zu haben. So ist die kugelige Form der
Negativkontrolle typisch fir MO-Makrophagen, sodass die Schlussfolgerung naheliegt,
dass diese Zellen sich nicht weiter differenziert haben. Die im Gegensatz dazu
verflachte Form der transfizierten Zellen ist eher charakteristisch fur M1- und M2-
Makrophagen (99, 100). Diese differenzieren sich typischerweise durch den Einfluss
verschiedener aktivierender Stimuli aus MO-Makrophagen (80). Wahrscheinlich hat
der Transfektionsprozess eine solche Aktivierung der Zellen verursacht. Dies ist nicht
untypisch, da Makrophagen ebenso wie THP-1-Zellen schwer zu transfizierende
Zellen sind, die durch ihre Pattern Recognition Receptors transifzierte Nukleinsduren
und Transfektionsreagenzien als fremd erkennen (118, 119). Die Transfektion fuhrt
somit zu einer Aktivierung der Zellen oder zum Zelltod. Dies wurde insbesondere fur
Lipofectamine nachgewiesen (120). Ob die beobachtete Reaktion durch das Plasmid
und/oder das Transfektionsreagenz verursacht wurde, kénnte durch eine Mock-
Kontrolle naher untersucht werden, in der die MO0O-Makrophagen dem
Transfektionsprozedere ausgesetzt werden, ohne dass ein Plasmid hinzugefugt wird.
Da die Versuchsreihe jedoch abgebrochen wurde, war die Beantwortung dieser Frage

nicht mehr maglich.

Auch die Anwendung der Elektroporation resultierte in Zellen mit einer veranderten
Morphologie: Die THP-1-Zellen wiesen eine stark granuléare Struktur auf, auRerdem
waren in der Zellsuspension vermehrt Uberreste untergegangener Zellen zu
beobachten (siehe Abbildung 9). FiUr dieses Resultat gibt es zwei mdgliche Ursachen:
so kann entweder die Elektroporation selbst oder aber die erfolgreiche Transfektion
der CLN7-Plasmide zelltoxisch gewirkt haben. Zur Beantwortung dieser Frage kdnnen
die in Abschnitt 4.2 diskutierten Vorversuche herangezogen werden: Hier wurde die
Elektroporation mit dem GFP-Plasmid durchgefuhrt, da keine durch die Expression
von GFP selbst bedingten zytotoxischen Effekte bekannt sind, wahrend diese fir das
EGFP-CLN7- Fusionsprotein nicht ausgeschlossen werden kénnen. Auch infolge der
Transfektion mit GFP traten jedoch zytotoxische Effekte auf (siehe Abbildung 7),
sodass angenommen werden kann, dass die Elektroporation selbst die Ursache fur
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Zellveranderungen und Zelluntergang war. Diese Beobachtung ist nicht untypisch, da
die Elektroporation durch die Porenbildung in der Zellmembran, die Zerstérung von
Membranproteinen und Lipidperoxidation zu Zellschaden fuhren kann (121). Diese
Effekte werden sogar therapeutisch zur Behandlung von Tumorerkrankungen genutzt
(122). Um bei der Transfektion von Zellen derartige Prozesse zu vermeiden, muss die
Starke, Dauer und Anzahl der elektrischen Impulse an die jeweilige Zelllinie angepasst
und optimiert werden. In den hier durchgefihrten Versuchen wurden diese Parameter
an ein zuvor im Rahmen anderer Versuche erfolgreiches Protokoll angelehnt.
Prinzipiell wére eine weitere Optimierung der Transfektionsbedingungen mdéglich
gewesen, aufgrund der geringen Erfolgsaussichten mit den zur Verfiigung stehenden
Methoden wurden die Elektroporations-Versuche jedoch nicht fortgesetzt. Berichte
erfolgreicher Transfektionen von DNA in THP-1-Zellen sind fast ausschlief3lich bei
Anwendung der Nukleofektion als Transfektionsmethode zu finden. Nukleofektion ist
eine auf Elektroporation basierende Transfektionsmethode, die ein Nukleofector-Gerat
und zelltypspezifische Ldsungen verwendet. Auch hier muissen die
Transfektionsbedingungen sorgfaltig optimiert werden. Im Gegensatz zur
herkdmmlichen Elektroporation transportiert Nukleofektion die DNA direkt in den
Zellkern anstatt nur in das Zytoplasma. Dadurch kann die Expression des transfizierten
Proteins bereits kurz nach der Nukleofektion nachgewiesen werden (123-128). Im
Falle einer Fortfihrung der Versuche ware diese Vorgehensweise vielversprechend.
Auch Transfektionen mit viralen Vektoren scheinen prinzipiell méglich, sind jedoch
aufwandig, kostenintensiv und verursachen bislang nicht vollstandig verstandene und
unkalkulierbare Nebeneffekte (128, 129).

4.5 AbschlieRende Betrachtung
Die Durchfuhrung der Versuche wurde durch mehrere Hindernisse beeintrachtigt.
Monozytare Vorlauferzellen und aus ihnen differenzierte Makrophagen zeichnen sich
durch eine hohe Transfektionsresistenz aus (118, 119). Dies verhinderte die CLN7-
Transfektion in THP-1-Zellen unter Wahrung eines angemessenen Zeit- und
Kostenaufwands. Auch die Generierung einer CLN7-defizienten THP-1-Zelllinie mittels
RNA-Interferenz wurde durch diese Hirde erschwert, sodass sich ein CLN7-Knockout
nur mit signifikanten Off-Target-Effekten erreichen lie3. Zusatzlich wurde die
Durchfiihrung der Laborarbeiten durch die COVID-19-Pandemie erheblich behindert.
66



Diskussion

Trotz dieser Schwierigkeiten konnte im Rahmen der Versuche eine um etwa 40 %
reduzierte ACE2-Expression in CLN7-defizienten Zellen nachgewiesen werden, was
maoglicherweise die von Heinl et al. gezeigte geringere SARS-CoV-2-Viruslast nach
einer Infektion dieser Zellen erklaren kann (55). Die verringerte ACE2-Expression
konnte indirekt durch eine gestdrte Funktion der Lipid Rafts in CLN7-defizienten Zellen
bedingt sein. Diese These wird gestutzt durch die in dieser Arbeit erlangten Hinweise

auf eine reduzierte Menge an freiem Cholesterin in CLN7-Knockout-Zellen.

Die Arbeit sollte die Rolle von CLN7 bei immunologischen Vorgangen mit besonderem
Fokus auf SARS-CoV-2 und den Cholesterinstofiwechsel untersuchen. Das
Transmembranprotein CLN7 ist bei der CLN7-Erkrankung von Bedeutung, einer
lysosomalen Speicherstdrung, die zu fortschreitender Neurodegeneration und friihem
Tod fuhrt. Die bisherige Unkenntnis Uber die physiologische Funktion des Proteins
stellt eine zentrale Herausforderung fir die Entwicklung kurativer Behandlungen dar.
Trotz der aufgetretenen Schwierigkeiten bieten die Ergebnisse Ansatzpunkte fur
zukunftige Forschungen mit alternativen Methoden.
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5 Zusammenfassung

Das CLN7-Protein und das gleichnamige Gen sind aufgrund ihrer Rolle bei der
neurodegenerativen CLN7-Erkrankung von wissenschaftlichem Interesse. Diese
lysosomale Speicherkrankheit ohne kurative Behandlungsmoglichkeit fuhrt zu einer
progredienten Neurodegeneration und zum Versterben im Kindes- oder Jugendalter
(26). Die meisten Forschungsarbeiten zielen darauf ab, die bisher weitgehend
unbekannte Funktion des Proteins und dazugehotrige pathophysiologische
Mechanismen zu verstehen. Diese Dissertation untersuchte die Rolle von CLN7 bei
immunologischen Prozessen mit besonderem Fokus auf den Cholesterinstoffwechsel
sowie SARS-CoV-2 und dessen Rezeptor ACE2.

Da die Viruslast von mit SARS-CoV-2 infizierten HEK293T-Zellen in Zusammenhang
mit der CLN7-Expression steht (55), wurden die ACE2-Rezeptoren auf der
Zelloberflache durchflusszytometrisch quantifiziert. So konnte eine um etwa 40 %
reduzierte ACE2-Expression in CLN7-defizienten HEK293T-Zellen nachgewiesen
werden. Dies konnte die geringere Viruslast erklaren und auf einer gestorten Funktion
von Lipid Rafts beruhen. Der Verdacht auf eine solche Stérung der Lipid Rafts bei
CLN7-Mangel wurde auch durch die durchflusszytometrische Messung freien
Cholesterins in CLN7-Knockout-HEK293T-Zellen erhértet: Hier zeigte sich in der
Tendenz ein im Vergleich zum Wildytp geringerer Cholesteringehalt. Dieses Ergebnis
war jedoch nicht signifikant. Ursachlich dafir konnten die geringe Stichprobengrof3e
sowie die methodischen Herausforderungen in der Arbeit mit dem Farbstoff Filipin I
sein. In einer weiteren Versuchsreihe sollte mittels RNA-Interferenz eine CLN7-
defiziente THP-1-Zelllinie generiert werden, da es Hinweise darauf gibt, dass CLN7 in
immunologische Prozesse eingebunden ist. Es konnte ein 1.200-facher Gen-
Knockdown erreicht werden, jedoch kam es dabei zu signifikanten Off-Target-Effekten.
Die geplante CLN7-Transfektion zur Erschaffung CLN7-Uberexprimierender THP-1-
Zellen scheiterte an der hohen Transfektionsresistenz monozytarer Vorlauferzellen
und der aus ihnen differenzierten Makrophagen.

Trotz der aufgetretenen Herausforderungen liefern die Ergebnisse wertvolle
Ansatzpunkte, die in zukiunftigen Forschungsarbeiten mit verbesserten oder
alternativen Methoden weiterverfolgt und vertieft werden kénnen, um ein besseres

Verstandnis der zugrundeliegenden Mechanismen der CLN7-Erkrankung zu erlangen.
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