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Zusammenfassung

Die autosomal rezessive Cutis laxa Typ 2A (ARCL2A, auch Wrinkly Skin Syndrome) ist
assoziiert mit einer faltigen Haut, einer Pflasterstein-Lissenzephalie, einer
Entwicklungsverzdgerung, epileptischen Anfallen und einem angeborenen
Glykosylierungsdefekt. ARCL2A resultiert aus loss of function-Mutationen in ATP6V0A2.
Dieses Gen kodiert fur die Untereinheit a2 der Vo-Domane der vakuolaren ATPase
(v-ATPase), die diesen Proteinkomplex zum Golgi-Apparat und den frihen Endosomen
rekrutiert. In diesen Organellen transportiert die v-ATPase Protonen durch die Membran
und sauert diese an. AuRerdem reguliert a2 Uber eine Interaktion mit ARNO oder
anderen Interaktionspartnern den Vesikeltransport. Um die Rolle dieser Funktionen der
Atp6v0a2-v-ATPase im Pathomechanismus der ARCL2A zu unterscheiden, wurden ein
Knockout-Mausmodell (Atp6v0a2”) und ein Knockin-Mausmodell (Atp6v0a2R¥RQ)
vergleichend charakterisiert. Wahrend im Atp6v0a2” das Protein fehlt, wurde im
Atp6v0a2i¥R? die Aminosdure Arginin 755 durch ein Glutamin ersetzt. Durch diese
Veranderung kann a2 keine Protonen transportieren, steht aber fur Proteininteraktionen
zur Verfugung. Beide Mausmodelle rekapitulierten die klinischen Merkmale der
ARCL2A. Die Haut zeigte einen Cutis laxa-Phanotyp durch eine Reduktion der Dicke der
Dermis und elastischen Fasern. Dies war verbunden mit Veranderungen im TGF-3-
Signalweg und der N-Glykosylierung mit Betonung im Atp6v0a2”. Im Gehirn bestand
eine Ubermigration kortikaler Neuronen im Neokortex, welche mit einer verminderten
O-Glykosylierung von o-Dystroglykan korrelierte und im Atp6v0a2R¥Re  starker
ausgepragt war. Zusatzlich entstanden eine Astrogliose und Krampfanfalle durch eine
neuronale Speicherkrankheit. Diese Speicherkrankheit steht vermutlich im
Zusammenhang mit einer Dysregulation der Lipid-Homdostase, des endosomalen
Transports und der Autophagie in Neuronen. Beide Mausmodelle zeigten eine
mannliche Infertilitdt aufgrund einer Globozoospermie mit Fehlbildung des Akrosoms
und immobilen Spermien. Die akrosomale Fehlbildung war im Atp6v0a2” verstéarkt.
Zellbiologische Untersuchungen anhand von embryonalen Fibroblasten zeigten eine
Erhéhung des pH-Werts im Golgi-Apparat ausgepragt im Atp6v0a2f9R? wahrend der
retrograde Transport im Golgi-Kompartiment vom Atp6v0a2” starker beeintrachtigt war.
Eine Akkumulation von Cholesterin in den Zellen beider Mauslinien gab einen Hinweis
auf eine Stérung der endosomalen Funktion. Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass die
verschiedenen Funktionen von a2 eng miteinander verknupft sind. Jedoch ergaben sich
Hinweise, dass im Atp6v0a2” die N-Gykosylierung und im Atp6v0a2f?R? der vesikulare
Transport starker gestort sind. Dies korrelierte mit dem Haut- und Gehirnphanotyp,
woraus sich eine groRere Sensitivitdt der Neuronen fiir den gestorten Vesikeltransport

im Atp6v0a2Rf¥RQ gpleiten lieR.



Summary

Autosomal recessive cutis laxa typ 2A (ARCL2A, or Wrinkly Skin Syndrome) is
associated with wrinkled skin, cobblestone lissencephaly, developmental delay, epileptic
seizures and a congenital disorder of glycosylation. ARCL2A results by loss of function
mutations in ATP6VOA2. This gene encoded the a2 subunit of Vo of the vacuolar ATPase
(v-ATPase), targets this protein complex to Golgi apparatus and endosomal
compartments. The V-ATPase acidifies these organelles by proton transport through the
membrane. Additionally, a2 regulates vesicle trafficking about interactions by ARNO or
other interacting proteins. To differentiate the role of these functions of Atp6v0a2-v-
ATPase to the pathomechanism of ARCL2A, a knockout mouse model (Atp6v0a2”) and
a knockin mouse model (Atp6v0a2f¥"?) were comparitively characterized. While the a2

2RURQ ragylts

subunit-containing v-ATPase cannot be formed in Atp6v0a2”, in Atp6v0a
in a stable a2 subunit incapable of proton transport, which is however available for
protein interactions.

Both mouse models recapitulated clinical features of ARCL2A. The skin showed a
cutis laxa phenotype with reduced thickness of the dermis and elastic fibers. This was
associated with a change in the TGF-@ signaling and N-glycosylation with an emphasis
in Atp6v0a2”. The brain showed an overmigration of cortical neurons in neocortex
correlated with a decreased O-glycosylation of o-dystroglycan which was more
pronounced in Atp6v0a2R?R?. In addition, astrogliosis and seizures were caused by a
neuronal storage disease. This storage disease is presumably related to dysregulation
of lipid homeostasis, endosomal transport and autophagy in neurons.

In both mouse models, male infertility due to globozoospermia with abnormal
acrosome formation and immobile sperms. The acrosomal malformation was more
impaired in Atp6v0a2”.

Cell biological investigations using embryonic fibroblasts showed increase in
pH-value in the Golgi apparatus pronouncedly in Atp6v0a2R?R? while retrograde
transport in Golgi compartment was strongly affected by Atp6v0a2”. An accumulation of
cholesterol in cells of both mouse models was an indication of a disturbance of
endosomal function. However, there was evidence that N-gycosylation is severely
impaired in Atp6v0a2” and vesicular transport is more disrupted in Atp6v0a2??RC. This
correlated with skin and brain phenotype, from which a greater sensitivity of the neurons

2RQ/RQ

for the disturbed vesicular transport in the Atp6v0a can be deduced.



1. Einleitung
1.1. Cutis laxa — Eine heterogene Gruppe von Erbkrankheiten

Cutis laxa bedeutet im deutschen ,schlaffe oder faltige Haut®, welches das pragnanteste
visuelle und gemeinsame Merkmal einer ansonsten sehr heterogenen Gruppe von
angeborenen progeroiden Erkrankungen darstellt. Die faltige Haut wird dabei von
Defekten in der extrazellularen Matrix verursacht'. Diesen liegen Mutationen in den
Genen der Strukturproteine oder deren Metabolismus zugrunde (Tabelle 1). Bei den
verschiedenen Formen der autosomal rezessiven Cutis laxa (ARCL) liegt ein kompletter
Funktionsverlust des betroffenen Proteins vor (loss of function-Mutationen). Nach
klinischen Merkmalen werden die ARCL-Varianten in 1 bis 3 unterteilt. Die ARCL1 zeigt
einen schwereren Verlauf, da zusatzlich zur Haut, die Lunge und das Kardio-Vaskulare-
System betroffen sind. Die Funktion dieser Gewebe ist stark von ihrer Elastizitat
abhangig, wodurch sich Mutationen, welche die Assemblierung der elastischen Fasern
direkt betreffen, besonders stark auswirken. Beispiele sind Fibulin 4 (EFEMP2) und 5
(FBN5)?3.

Patienten mit ARCL2 zeigen neben der faltigen Haut, auch progeroide
Gesichtszuge, Veranderungen des Skeletts, eine geistige Retardierung, eine
Entwicklungsverzégerung und eine Muskelhypotonie’. Ist bei Cutis laxa-Patienten ein
Glykosylierungsdefekt nachweisbar, verfigen diese haufig Uber eine Mutation in der
vakuolaren ATPase*® (v-ATPase, Gene: ATP6V0A2, ATP6V1A, ATP6V1E1). Zusétzlich
fuhrt eine Mutation in PYCR1, welches die Pyrrolin-5-Carboxylat Reduktase 1 (PYCR1)
und damit die Prolin-Synthese beeintrachtigt, zu einem &hnlichen Phanotyp®’.
Auflerdem lokalisiert PYCR1 in Mitochondrien, wodurch sein Fehlen eine mitochondriale
Dysfunktion verursacht.

Weiterhin fihren Missens-Mutationen in dem Assemblierungsfaktor der v-ATPase
ATP6AP2 zu einer neuen Form der Cutis laxa mit einer Immundefizienz, Leberkrankheit,
psychomotorischen Beeintrachtigung, Glykosylierungsdefekt und einem Defekt in der
Autophagie®. Das Besondere an dieser Form der Cutis laxa ist deren X-chromosomaler
Erbgang. Nur die Menkes-Krankheit oder dessen mildere Form das
Okzipitalhorn-Syndrom werden ebenfalls X-chromosomal vererbt®. Beiden Krankheiten
liegen Mutationen von ATP7A zugrunde, welches flir den Kupfertransport innerhalb der
Zelle verantwortlich ist. Ein Defekt von ATP7A fihrt zu einer fortschreitenden
Neurodegeneration, Muskelhypotonie und hypermobilen Gelenken'®'".

ARCL3, welches auch als De Barsy Syndrom bezeichnet wird, zeigt einen
progeroiden Phanotyp mit geistiger Retardierung, verzdgerten psychomotorischen
Entwicklung und Muskelhypotonie. Fir ARCL3 ist ebenfalls eine Mutation in PYCR1

verantwortlich und zusatzlich Mutationen in ALDH18A1, dass fir die Pyrrolin-5-
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Einleitung

Cyrboxlyat Synthetase (P5CS) kodiert und somit ebenfalls die Prolin-Synthese
beeinflusst®'2.

Einen milderen Verlauf nehmen hingegen die autosomal dominaten Cutis laxa
(ADCL)-Varianten. Hier fuhrt ein mutiertes Allel mit Funktionszugewinn (Gain of function-
Mutation) zum Phanotyp. Beispielsweise fliihren Mutationen in den Genen von Elastin
(ELN) und FBNS5 zu einem stabilen Protein, allerdings mit einer verringerten Ldslichkeit.
Dadurch aggregieren diese Proteine und die Assemblierung der extrazellularen Matrix
wird beeintrachtigt' 4.

Zusatzlich werden weitere Erkrankungen der Cutis laxa zugeordnet.
Hervorzuheben sind an dieser Stelle Gerodermia osteodysplastica (GO) und das
Makrozephalie Alopezie-Cutis laxa-Skoliose (MACS)-Syndrom, welche
molekularbiologisch mit einem veranderten Vesikel-Transport assoziiert sind''¢. GO-
und MACS-Patienten besitzen zusatzlich zum Cutis laxa-Phanotyp eine sich frih
entwickelnde Osteoporose (GO) und Skelettanomalien (MACS). Verantwortlich fir GO
ist eine Mutation in SCYL1BP1, welche zu einem Verlust eines coild coil-Proteins
(GORAB) im Golgi-Apparat fiihrt'”’. GORAB interagiert mit Ras-related in brain (RAB) 6
und ADP-ribosylation factor (ARF) 1 und 5'8. Patienten mit MACS-Syndrom zeigen eine
Mutation des Golgi-Proteins Ras and rab interactor (RIN) 2. RIN2 interagiert mit RAB5
und wirkt dadurch in der Endozytose. MACS-Patienten verfliigen au3erdem Uber einen

t'°.
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Einleitung

Tabelle 1: Zusammenfassung der Cutis laxa-Syndrome,

einschliellich betroffener Gene und assoziierten Defekten.

Krankheit Gen Defekt
ELN Abnormale Elastin Synthese/Degradation
] ] FBN5 Fibulin-5 Synthese/Aggregation
Autosomal dominante Cutis laxa (ADCL)
Umwandlung von Glutamat, Ornithin und Prolin/ Mitochondriale
ALDH18A1
Dysfunktion
EFEMP2 Fibulin-4 Synthese
Autosomal rezessive cutis laxa typ 1 o
FBN5 Fibulin-5 Synthese
(ARCL1)
LTBP4 Deregulation TGF-31-Signalweg
ATP6VOA2 v-ATPase
Autosomal rezessive cutis laxa typ 2 PYCR1 Prolin-Synthese/ Mitochondriale Dysfunktion
(ARCL2) ATP6V1E1 v-ATPase
ATP6V1A v-ATPase
Umwandlung von Glutamat, Ornithin und Prolin/ Mitochondriale
ALDH18A1 )
De Barsy Syndrom (ARCL3) Dysfunktion
PYCR1 Prolin-Synthese/ Mitochondriale Dysfunktion
ATP6AP2 v-ATPase
X-Chromosomale Cultis laxa
ATPT7A Cu?*-Transport
Geroderma osteodysplastica GORAB Defekter Vesikel-Transport im Golgi-Apparat
Makrozephalie Alopezie-Cutis laxa-
) RIN2 Rab5 vermittelte Endozytose
Skoliose Syndrom
Arterial-Tortuosity-Syndrom SLC2A10 Glucose-Transporter 10




Einleitung

1.2. Autosomal rezessive cutis laxa typ 2A und Wrinkled Skin-Syndrom

Autosomal rezessive Cutis laxa typ 2A (MIM 219200; ARCL2A) und Wrinkly Skin-Syndrom,
(Faltige Haut-Syndrom, MIM 278250; WSS) sind unterschiedliche Auspragungen desselben
Krankheitsbildes. Beiden liegen Mutationen in ATP6V0OA2 zugrunde, welche zu einem
Funktionsverlust des Proteins filhren*. Auffalligstes Merkmal ist deren schlaffe faltige Haut, die
gepragt ist durch abnormale elastische Fasern (verkirzt, fragmentiert), welche einen
verringerten Gehalt an Elastin aufweisen'?*2'. Patienten mit WSS besitzen diese Hautfalten
hauptsachlich an Abdomen, Handen und FufRen, wohingegen die Patienten mit ARCL2A
global eher grobe Hautfalten zeigen?' (Abbildung 1A,B). Typisch fir beide Erbkrankheiten ist
deren lange Gesichtsform, welche zusatzlich zur schlaffen Haut, ein gewolbtes Nasenprofil
und eine abwarts gerichtete Lidspalte zeigen (Abbildung 1A).

Starker als diese optischen Merkmale beeintrachtigen die Patienten jedoch
neurologische Probleme. MRI-Aufnahmen zeigen eine verschlechterte Gyrierung mit
pflastersteinartigen angeordneten Neuronen im Kortikalen Gehirn (Pflasterstein-
Lissenzephalie, Cobbelstone malformation)'?>?3 (Abbildung 1 C). Diese Gehirnfehlbildungen
sind assoziiert mit einer Mikrozephalie und einem verlangsamten Verschluss der Fontanelle.
Zuséatzlich ist die geistige Entwicklung der Patienten leicht verzdgert. Spater im Verlauf
entwickeln die Patienten Krampfanfalle, deren Ursache unbekannt ist®*. AuBerdem gibt es bei
einigen Patienten Hinweise auf neurodegenerative Prozesse.

In variabler Ausprdgung werden bei Patienten mit ARCL2A eine verringerte
Knochendichte (Osteopenie), Veranderungen der Augen, der Leber, des kardiovaskularen
Systems, eine Hypotonie, Leistenhernien und eine Stérung der Wundheilung und
Blutgerinnung beobachtet?®":23-26,

Zusatzlich besteht bei ARCL2A und WSS ein angeborener N- und
O-Glykosylierungsdefekt (engl. Congenital disorder of glycosylation, CDG)*. Nach aktueller
Nomenklatur wird dieser CDG als AT6VOA2-CDG bezeichnet. In der klinischen Diagnostik
werden zur Untersuchung von CDGs die isoelektrische Fokussierung von Transferrin fur die
N-Glykosylierung, sowie Apolipoprotein CllI fiir O-Glykosylierung eingesetzt. Im Gegensatz zu
gesunden Menschen bei denen am haufigsten Tetra-Sialotransferrin detektiert wird, werden
bei Kindern mit ARCL2A Erhéhungen der tri- und di-salierten Form gefunden (Abbildung 1D),
welche sich im erwachsenen Alter wieder normalisieren®®. Dass dieser CDG global auf die
N-Glykosylierung Ubertragen werden kann, zeigen Messung der N-Glykane mittels
MALDI-TOF, bei der ebenfalls eine Verringerung Sialierung in den ARCL2A-Patienten im
Serum beobachtet werden kann (Abbildung 1E)*. Ebenso zeigen ARCL2A-Patienten eine
Verminderung von di-salierten Apolipoprotein Clll und eine Erhéhung von einfach salierten

Apolipoprotein CI11?°23,
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Dieser CDG wurde in der Literatur auf eine Veranderung des pH-Wertes im
Trans-Golgi-Apparat und auf eine Fehllokalisation der Glykosylierungsenzyme durch einen

veranderten vesikularen Transport zurtickgefihrt.
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2 -y
Lo 1. -
— f:i!?vc.&‘“‘u‘il ‘ 3

| I ] L C°"":L 0 — e

1 960 3 480

Abbildung 1: (A-C) Charakteristische Eigenschaften von ARCL2A. (A, B) Aufnahme eines Kindes.
Erkennbar sind globale Hautfalten, eine kurze Nase mit breitem Ricken, ein langes Philtrum und
herunterhdngende Mund- und Augenlidspalten. Aufnahmen von Hucthagowder, V. et al. (2009)%,
modifiziert. (C) MRI-Aufnahme eines Gehirns mit einer Pflasterstein-Lissenzephalie. Deutlich erkennbar
ist eine verschlechterte Gyrierung des Gehirns. Aufnahme von Bahena-Bahena, D. et al. (2014)?2. (D-F)
Glykosylierungsanomalien aus dem Serum von ARCL2A-Patienten von Hucthagowder, V. et al.
(2009)%°, modifiziert und Kornak U. et al. (2008)* (D) Isoelektrische Fokussierung von Serum
Transferrin. Erkennbar ist eine Verschiebung der Intensitat von tetra-sialyierten Transferrin zu tri- und
di- sialyierten Transferrin. (E) N-Glykanspektrum vom Serum. Deutlich wird eine Reduktion der hoch
sialyierten Glykane (3,603 m/z). Dafir nimmt die Menge wenig sialyierter Glykane (2,285 m/z) und
unsialyierter Glykane (1836- 2,226 m/z) zu. (F) Isoelektrische Fokussierung von Apolipoprotein CIII.
Erkennbar ist die Reduktion der di-sialyierten Form.

Molekularbiologische Untersuchungen von ATP6V0AZ2 defizienten Patienten-Fibroblasten
zeigten einen fragmentierten und aufgeschwollen Golgi-Apparat (Abbildung 2A-C). Zuséatzlich
weist der Golgi-Apparat einen gestorten retrograden Vesikeltransport wahrend der Inkubation
von Brefeldin A (BFA) auf, welches die kleine GTPase ARF1 dysreguliert?”. AuBerdem wurden
Akkumulationen von multivesikularen Korperchen (spaten Endosomen), Lysosomen und
Autophagosomen entdeckt®® (Abbildung 2B-D). Dies deutet auf Veranderungen im

endosomalen Vesikeltransport hin.
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Abbildung 2: Fragmentierter, geschwollener Golgi-Apparat in ARCL2A-Patienten-Fibroblasten (A, griine
Pfeile in B und C) mit Akkumulation von Lysosomen (weil3e Pfeile in B und D), Autophagosomen und
multivesikularen Korperchen, (schwarze Pfeile in C und D). Immunfluoreszenz- (A) und ultrastrukturelle
Aufnahmen (B-D) von Hucthagowder, V. et al. (2009)%°, modifiziert. ER= Endoplasmatisches Retikulum,
G= Golgi-Apparat, Malstab = 2 pm.
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1.3. Pflasterstein-Lissenzephalie

Auch bekannt als Typ-2-Lissenzephalie beschreibt die Pflasterstein-Lissenzephalie eine
unebene Oberflache des Gehirns mit einer verschlechterten Gyrierung, durch flache Furchen
(Abbildung 3). Haufig wird eine Pflasterstein-Lissenzephalie durch autosomal-rezessive
Mutationen der O-Glykosylierung des Proteins o-Dystroglykan verursacht (Punkt 1.8.2.),
weshalb diese als Dystroglykanopathien bezeichnet werden. Dazu z&hlen als schwere Form
das  Walker-Warburg-Syndrom, sowie Muskel-Auge-Gehirnkrankheit ~ und die

28-31

Muskeldystrophie vom Fukuyama-Typ=*~'. Das Walker-Warburg-Syndrom ist neben der
Veranderung des Gehirns auch assoziiert mit einer Netzhautdysplasie und einer
Muskeldystrophie®2.

Die Ursache fir die verschlechterten Gyrierung liegt in der gestérten Laminin-Struktur
der Piabasalmembran (Basallamina an der Pialoberflache) im Neokortex®*. Dies fiihrt zu einer
Desorganisation der radialen Glia Zellen, weil deren EndfiiRchen an der Glia limitans
ansetzen®. Wahrend der radialen Migration im Neokortex migrieren die Neuronen Uber die
radialen Glia Zellen*® und werden nicht durch die Glia limitians gestoppt. Ist diese Lamina nicht

intakt, fuihrt dies zu einer Ubermigration der Neuronen in die marginale Zone?2°32%

Dysplasie Gesund

neuronale
Ubermigration

Fragmentierung der
Basallamina

Migration der
kortikalen Neuronen

Unorganisierte
EndfllRe der
Radialen Gliazellen
Unterbrochene
kortikale
Laminierung

Abbruch der
Migration

Abbildung 3: Pflasterstein-Lissenzephalie. Fur die verschlechterte Gyrierung im Gehirn und
Ubermigration der Neuronen sind Ldcher in der Piabasalmembran verantwortlich. Im gesunden Gehirn
stoppt die Basallamina die radiale Migration der Neuronen. Abbildungen von J. LoTurco et al. (2013)*
und A. Nickolls et al. (2018)%?, modifiziert.
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1.4. Die vakuolare ATPase

Der saure pH-Wert von intrazellularen Kompartimenten ist kritisch fur viele biologische
Prozesse, beispielsweise fur die Glykosylierung und den Vesikeltransport im Golgi-Apparat
oder fur den Abbau intrazellularer Stoffwechselprodukte in den Lysosomen. Eine zentrale
Rolle bei der Ansauerung dieser Zellorganellen spielen dabei ATP getriebene
Protonenpumpen, die vakuolaren ATPasen (v-ATPasen).

1.4.1. Aufbau

Die v-ATPasen sind aus zwei funktionellen Domainen zusammengesetzt. Eine
ATP-hydrolysierende Einheit (V1), welche die Energie fir die Rotation der v-ATPase erzeugt
und eine membrangebundene Protonen-transportierende Einheit (Vo) (Abbildung 4). V; ist
aufgebaut aus einem Hexamer aus drei A- und drei B-Untereinheiten mit drei peripheren
Staben aus E, G, H und C-Einheiten. Die D-Untereinheit wird ebenfalls in V1 eingeschlossen
und stellt die zentrale Achse der v-ATPase dar. Vo ist zusammengesetzt aus einem Proteolipid-
Ring von 10 c-Einheiten und einer a-, d-, e-, ap1- und ap2-Einheit®’.

Die a-Untereinheit bildet zusammen mit den peripheren Staben und der D-Untereinheit
die Verbindung zwischen V1 und Vo*®. Weiterhin enthalt die a-Untereinheit zwei Hemi-Kénale
fir den H*-Transport, in der sich auf der luminalen Seite ein Arginin-Rest befindet, welcher fiir
die Protonentranslokalisation verantwortlich ist*®* (R735 in S. cerevisiae; R741 fir al1- und
R755 fur die a2-Isoform in Mensch und Maus). Die Vo-Domaine ist eingebettet in die Membran

der Organellen und verantwortlich fiir die Lokalisation der v-ATPase.

~V,

~ V,

Abbildung 4: Die Zusammensetzung der v-ATPase aus zwei funktionalen Einheiten, der Vi und
Vo-Domaine. V1 erzeugt Energie durch die Hydrolyse von ATP, wodurch eine Rotation von Vo ermdglicht
wird. Durch die Rotation von Vo werden H*-lonen durch eine Membran transportiert. Abbildung aus
Abbas, Y. et al. (2020)%", modifiziert.
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1.4.2. Protonen-Transport der v-ATPase

Der Protonentransport funktioniert tiber einen Rotationsmechnismus* und beginnt mit der
Rekrutierung von H* in die zytoplasmatische Seite des Hemi-Kanals der a-Einheit (Abbildung
5B). Dort wird zu dessen Neutralisierung ein Glutamin-Rest des c-Rings protoniert. Die
Rotation des c-Rings, inklusive der Einheiten d, D und F, wird durch die ATP-Hydrolyse der A-
und B-Einheiten erleichtert. Diese bleiben zur Position der a-Untereinheit starr. Folgend der
Rotation des c-Rings erreichen die protonierten Glutamin-Reste die luminale Seite des
H*-Kanals von a. Dabei interagiert R741 (oder R755) der a-Einheit mit dem Glutamin-Rest des
c-Rings, wodurch H* in die luminale Seite des Hemi-Kanals der a-Untereinheit entlassen
wird?e,

1.4.3. Regulation der v-ATPase

Die Aktivitat der v-ATPasen ist aullerst exakt Uber der Dissoziation von V4 und Vo geregelt.
Dabei ist ein Hauptregulator der v-ATPase die Verfiigbarkeit von Glukose*'. Die Aldolase
verkniipft dabei die v-ATPase mit der Glykolyse***. Zusatzlich hangt die Aktivitat der
v-ATPase von der Cholesterin-Konzentration oder der Fluiditat in der Membran ab**. Weiterhin
beeinflusst die Konzentration von Aminosauren die Assemblierung von Vi1 und Vo in den
Lysosomen. Hierdurch wird der v-ATPase eine Rolle als Aminosaure-Sensor zuteil*®.

1.4.4. Die v-ATPase als Regulator

Dass die v-ATPase auch als Regulator fungiert, zeigt eine Notwendigkeit der assemblierten
v-ATPase flr die Aktivierung des mTORC1-Komplexes Uber die AMP-activated protein kinase
(AMPK) bei einem hohen zellularen Energielevel*®. Neben dem Protonentransport steuert die
v-ATPase den endosomalen Transport. Dies geschieht durch eine pH-Wert abhangige
Rekrutierung des Guanine nucleotide exchange factor (GEF) ADP-ribosylation factor
nucleotide site opener (ARNO) zur a2-Isoform (ATP6V0A2). Zusatzlich wird Arfé zu den
c-Einheiten rekrutiert’’. Somit fungiert die v-ATPase als pH-Sensor in friilhen Endosomen.
1.4.5. Die verschiedenen a-Isoformen

Die v-ATPase wurde in der Membran vom Golgi-Apparat, Endosomen, Lysosomen und in der
Plasmamembran detektiert*®*°. Fir diese Unterschiede in der molekularen Lokalisation ist
deren a-Untereinheit in der Vo-Domaine verantwortlich. In Mensch und Maus existieren vier
Isoformen des Proteins ATP6VOA1, ATP6VOA2, ATP6VOA3 (TCIRG1) und ATPEVOA4. Von
diesen Isoformen zeigen ATP6VOA1 und ATP6VO0A4 die hochste Identitat mit 61 %°°°'. Die
vier Isoformen werden von vier unterschiedlichen Genen exprimiert. Dies flihrt zu
gewebsspezifischen Expressionsmustern und ermoglicht auRerdem verschiedene Funktionen
der v-ATPase. Selbst die Lokalisation der einzelnen Isoformen scheint vom Zelltyp abhangig
zu sein. Zum Beispiel lokalisiert ATP6VOA1 in Neuronen vorwiegend in synaptischen Vesikeln
und in der Plasmamebran®® und wiederum in Osteoklasten im Golgi-Apparat®®. Die

Lokalisation von ATP6VOA2 gestaltet sich als sehr divers im endsomalen Transportweg. In
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Osteoklasten, Fibroblasten und Hela-Zellen befindet sich ATP6V0A2 im Golgi-Apparat?48:53,
in Epithelzellen des proximalen Tubulus in friihen Endosomen*” und in Spermien im
Akrosom®, ein den Lysosomen verwandtes Organell. Hingegen lokalisiert ATP6VOA3 in
Organellen, in denen ein niedriger pH-Wert erforderlich ist, wie den Lysosomen und der
Lakune von Osteoklasten®®. ATP6V0A4 wird spezifisch in Niere und Innenohr exprimiert und
es konnte eine Lokalisation innerhalb der Plasmamembran in Typ A interkalierenden Zellen
der Niere nachgewiesen werden®.

Die Struktur der a-Untereinheit wurde durch Analysen von S. cerevisiae aufgeklart.
S. cerevisiae besitzt allerdings nur zwei Isoformen, welche im Golgi-Apparat und der Vakuole
lokalisieren®. Durch die Ubertragung der Kryo-Elektronenmirkroskopischen Aufnahmen der
Thermus thermophilus v/a-ATPase auf die Proteinsequenz von S. cerevisiae und der Ratte
konnte gezeigt werden, dass die a-Untereinheit in Eukaryonten acht Membran-Helices
aufweist®”*® (Abbildung 5A). Die Helices 7 und 8 bilden in diesem Modell die Hemi-Kanale fiir
den H*-Transport (Abbildung 5B). Zudem befinden sich der C- und der N-Terminus des
Proteins in raumlicher Nahe auf der zytoplasmatischen Seite. Der N-Terminus verbindet die
Vo-Domaine mit der G- und E-Untereinheit des Rotors®. Durch diese Position kann der
N-Terminus ebenfalls mit dem luminalen Hemi-Kanal interagieren und eine regulatorische
Funktion wahrend des H*-Transports ausiiben. AuRerdem verfliigt der N-Terminus in
S. cerevisiae und Saugetieren Uber eine hohe Sequenz-Varianz, wodurch Unterschiede in
Proteininteraktionen und der Regulation moglich sind. Die Helices 2 und 3 stehen mit der
c-Untereinheit in Kontakt®®. Die Aminosdure R735, R741 oder R755 befindet sich in der

Transmembrandomaine 737580,
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Abbildung 5: Modell der a-Untereinheit in der v-ATPase. (A) Raumliche Anordnung der acht
Transmembranhelices. Der N- und C-Terminus ragen in die zytoplasmatische Seite der Membran.
(B) Helices 7 und 8 bilden die Hemi-Kanale fiir den H*-Transport und enthalten die Aminosauren R741
und E795 fir die a1-Isoform, welche wichtig sind fiir die H*-Translokation auf den Proteolipid-Ring der
c-Einheiten (dargestellt in lila). Abbildungen aus Abbas, Y. et al. (2020)*’, modifiziert.
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1.5. Der Golgi-Apparat und das Zisternen-Reifungsmodell

Der Golgi-Apparat ist eine Organelle in eukaryotischen Zellen und ist Teil des sekretorischen
Wegs. Er dient der Modifikation und Verteilung neu synthetisierter Proteine und Lipide.
Aufgebaut ist der Golgi-Apparat aus mehreren Stapeln, welche wiederum aus Golgi-Zisternen
bestehen und membrangebundene Reaktionsraume darstellen. Die verschiedenen Stapel des
Golgi-Apparats sind polarisiert und unterscheiden sich durch die enthaltenen Enzyme und des
pH-Werts.

Bisher wurden verschiedene Modelle fir den Transport innerhalb des Golgi-Apparats
beschrieben®'?. Kein einziges Modell kann alle Ergebnisse der Forschung erklaren. Das
Zisternen-Reifungsmodell ist das am meisten akzeptierte®, deshalb wird der Transport
innerhalb des Golgi-Apparats anhand dieses Modells beschrieben (Abbildung 6). Der
anterograde Transport vom Endoplasmatischen Retikulum (ER) zum Cis-Golgi-Apparat findet
Uber Coat protein complex (COP) Il beschichtete Vesikel statt®®. Diese Vesikel werden
innerhalb der Exit-Sites vom ER mit Fracht beladen®® und anschlieRend tiber Mikrotubuli®® zum
ER-Golgi intermediate compartment (ERGIC) transportiert®”. Dort 16st sich die Beschichtung
der Vesikel und diese fusionieren mit der Membran®®, wodurch die Fracht entlassen wird. Der
Cis-Golgi-Apparat reift dynamisch zum Trans-Golgi-Netzwerk (TGN). Vom TGN wird die
Fracht in sekretorische Vesikel oder Endosomen verpackt und anschliefsend zu ihrem Zielort
transportiert. Die Enzyme fiir die posttranslationale Modifikation und die Lipide der Membranen
werden mittels retrograden Transports Gber COPI umhiillte Vesikel zurlcktransportiert und

recycelt®®’°,
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Abbildung 6: Transport durch den Golgi-Apparat, modifiziert von Glick et al. 2009,
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1.6. Bildung und Transport von COPII- und COPI-Vesikeln

Ungeachtet des Transport-Modells erfolgt der Transport zum, von und innerhalb des
Golgi-Apparats uber Vesikel. Diese Vesikel missen gebildet, von Membranen abgeschnirt
werden und nach dem Transport erneut mit der Membran fusionieren. Daflir missen die
entstehenden Vesikel ihre Fracht erkennen. Die Markierung der Vesikel erfolgt Giber die COPI-
und COPII-Hullproteine (Abbildung 6).

1.6.1. COPII-Transport

COPIl-Vesikel sind fir den anterograden Transport verantwortlich®. Die Bildung von
COPII-Vesikeln beginnt mit der Assemblierung der inneren Hille des COPII-Komplexes
(Abbildung 7A). Dafur aktiviert der GEF SEC12 die GTPase Secretion-Associated RAS-
related 1 (SAR1) und es entsteht die GTP gebundene Form von SAR1’". SAR1 bildet liber
eine Interaktion mit SEC23 das Heterodimer SEC23-SEC2472. SEC23 stellt ein GTPase-
activating protein (GAP) dar™ und SEC24 fungiert als Adapter fiir die Fracht in dem es deren
Signalsequenz erkennt™. Im letzten Schritt bindet der SEC13-SEC31-Komplex und bildet die
auBere Hille durch eine Polymerisierung des SAR1-SEC23-SEC24-Fracht-Komplexes™.
Dieser Komplex wird vom ER abgeschnirt, die &ulRere Huille von SEC13-SEC31
depolymerisiert und die COPII-Vesikel werden zum ERGIC transportiert. Dort findet eine
Dephosphorylierung der Vesikel statt, welche mit der Membran fusionieren’®.

1.6.2. COPI-Transport

COPI-Vesikel erleichtern den retrograden Transport vom Golgi-Apparat zum ER und besitzen
auRerdem eine Funktion im endosomalen Transport. Die Bildung von COPI-Vesikel wird durch
den Austausch eines GDP von ARF1 zu GTP durch einen im Golgi-Apparat lokalisierten GEF
initialisiert’”” (Abbildung 7B). In der GTP gebundenen Form integriert ARF1 eine
amphipathische Helix (myristoyliert, N-Terminal) in die Membran des Golgi-Apparats’®’®. Als
,Block” wird nun das Coatomer aus dem Zytosol rekrutiert, welches aus den Komplexen pd/yC-
COP und ap's-COP besteht®. Der af’e-COP-Komplex bindet und erkennt die Fracht®!. Dieses
Gerlst rekrutiert Lipide und spaltet sich von der Membran ab. Auf welche Weise dies
geschieht, ist bis heute unklar. Méglich wére eine Konformationsénderung des Coatomers®?.
Nach der Abspaltung wird die Vesikelhtille entfernt. Welche Aufgabe ARF1 dabei GUbernimmt,
ist unklar. Die Hydrolyse von GTP spielt allerdings scheinbar keine Rolle®. Generell ist die
Vesikelhulle nach der Abspaltung von der Membran Uberflissig und meistens ist die
Entfernung der Hille notwendig fur die Fusion mit der Zielmembran, da sonst der Zugang zu
den Fusionsproteinen nicht gewahrleistet ist®*. Der Vesikeltransport ist beendet, wenn die
Vesikel das Zielorganell erreicht haben und mit der Membran fusionieren. Hierbei unterstitzt
das Tethering (Einfangen/ Anbinden) diesen letzten Schritt. Dies kann durch verschiedene

Tethering-Faktoren wie Rab-GTPasen oder Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor
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attachment receptors (SNAREs) erfolgen oder durch die Bindung anderer Komplexe an der
Huille, wie den Conserved oligomeric Golgi (COG)-Komplex®8¢.

A

Aktivierung SAR1

aulere Hille

Rekrutierung von SEC23- ER Membran

SEC24 und Fracht

SEC23-SEC24

innere Hille

B
Teilkomplex \ ARF1 Aktivierung
ap’e-COP - _c> |
SR RECTP
SRR

l Rekrutierung des Coatomers

Teilkomplex
B&/yt-COP

Abbildung 7: Bildung der COPII- (A) und COPI-Vesikel (B). Abbildung Ulbersetzt von Brandizzi et al.
(2013)%7.
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1.7. Regulation der lonen-Homoostase und des pH-Werts des

Golgi-Apparats

Die Ansauerung des Golgi-Apparats entsteht hauptsachlich durch den Transport von H*-lonen
durch die v-ATPase. Ebenso bedeutend fur den pH-Wert ist ein komplexes Zusammenspiel
mehrerer lonen-Transporter, wodurch ein lonen-Gleichgewicht von H*, CI~, Ca?*, Mn?* und K*
und somit eine Homoostase dieser lonen entsteht (Abbildung 8). Zusatzlich entsteht durch den
Austausch von Vesikeln ein pH-Gradient von 6,7 im Cis-Golgi-Apparat bis 6,2 im
Trans-Golgi-Apparat®®*°. Diese lonen-Homdostase ist wichtig fir die Glykosylierung, den
Vesikeltransport und die Sortierung der Proteine®’.

Die Ansauerung des Golgi-Apparats wird angetrieben Uber die v-ATPase, durch den
Transport von H*-lonen. Dadurch erhéht sich das Membranpotential im Inneren der Membran,
welches durch CI'-lonen ausgeglichen wird. Dafiir transportiert der Golgi pH Regulator (GPHR)
Cl-lonen ins Innere des Golgi-Apparats®. Ein weiterer Chloridkanal, welcher allerdings eine
untergeordnete Rolle im Golgi-Apparat einnimmt, ist CIC-3B%%. Zusétzlich gelangen K*-lonen
durch die passive Diffusion oder einem unbekannten lonen-Kanal durch die Golgi-Membran
und werden durch einen Na*/K*-lonen-Transporter wieder nach aufen transportiert®®. Die
Na*-lonen werden anschlieBend vom Na*/ H*-exchanger (NHE) 7 fir eine leichte Ansduerung
des Golgi-Lumens verwendet®™. Kirzlich wurde entdeckt, dass Mutationen in dem
Mn?*-Transporter TMEM165 zu einem CDG fiihren®. Dies zeigt den Einfluss der lonen-
Homdostase auf die Glykosylierung und méglicherweise einen Einfluss von Mn?* auf den

pH-Wert des Golgi-Apparats.

Natrium- Chlorid-
? Kalium- NHE7 v-ATPase Kanale
ATPase GPHR
CIC-3B
K* Na* Cl
v
K* Na* H* H* Cl

Lumen Golgi-Apparat

Zytoplasma

Abbildung 8: Vereinfachte Darstellung zur Regulation der lonen-Homéostase im Golgi-Apparat.
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1.8. Glykosylierung

Allgemein wird als Glykosylierung die Modifikation von Proteinen und Lipiden mit
verschiedenen Zuckern bezeichnet. Abhangig von der modifizierten Aminosaure wird diese

weiter in N- oder O-Glykosylierung unterteilt (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Typen von Protein-Glykanen. Die Glykane sind kovalent auf die Proteine tbertragen und
werden abhangig von der modifizierten Aminosdure als N-Glykane (Asparagin) oder O-Glykane
(OH-Gruppe von Serin, Threonin, Hydroxylysin) bezeichnet. Abbildung von Reily, C. et al. (2019)%,
modifiziert.

1.8.1. N-Glykosylierung

Die Asparagin (Asn,N)-verknipfte Glykosylierung ist kritisch fir eine Vielzahl von
intrazellularen und extrazellulédren Prozessen®’. Der Prozess der N-Glykosylierung startet auf
der zytosolischen Seite des ER mit dem Transfer nukleotid-aktivierter N-Acetylglucosamine
(GIcNAc) und Mannose (Man)-Reste auf den Lipidtransporter Dolichol-Phosphat bis das
Zwischenprodukt Dolichol-Phosphat-GIcNAc:Mans entsteht®®. Als Nachstes wird dieses
Zwischenprodukt gedreht, wodurch die Zuckerreste der luminalen Seite des ER zugewandt
sind®. Den Zuckerketten werden weitere Man- und Glucose (Glc)-Reste durch verschiedene
Mannosyl- und Glucosyltransferasen hinzugefiigt'®. Der entstandene Zuckerbaum
GIcNAcz2MangGlcs wird tber das Enzym Oligosaccharyltransferase (OST) auf das entstehende
Glykoprotein transferiert'®" (Abbildung 10). Bei der N-Glykosylierung ist die Signalsequenz
Asn-X-Ser/Thr entscheidend (X darf jede Aminosaure aufer Prolin sein) fir das Erkennen des
Asn und den Transfer des Zuckerbaums auf die Seitenkette von Asn'®?. Nach dem Transfer
werden drei Glc und ein Man-Rest wieder entfernt'®®. Dieser Prozess ist wichtig fir die
Qualitatskontrolle und Faltung von Proteinen. Die Glykoproteine werden tber COPII-Vesikel
zum Golgi-Apparat transportiert. Im Cis-Golgi-Apparat werden weitere Man-Reste

abgespalten und durch GIcNAc ersetzt. Bevor die Glykoproteine zu ihrem Zielort transportiert
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werden, wird an die Zuckerbaume im Trans-Golgi-Apparat noch Galaktose (Gal) und

Sialinsaure (Sia) angehangen'%*1%,

Lipid-Glykan-
Vorlaufer
ER OST Trimmen
—_— % —_—
Zytoplasma
COPII-
Vesikel

GluNAc-T O\(%)

jeseddy-16109
-Is[elpa|A pun -s19
@DD:%; e — — — _ %amcggz

—— ——

1 Legende:

Gal-T
4 @ Dolichol-Phosphat
§ @ Glc
Q
% O Man
Q Sia-T
> — E GIcNAc
©
B O Gal
E)._ .
< Sia

Abbildung 10: Biosynthese der N-Glykane. Die OST ftransferiert das Vorlaufer-Glykan vom
Dolichol-Phosphat auf das entstehende Protein. Glc und Man wird von den Glucosidasen und
Mannosidasen entfernt und das Glykoprotein Uber COPII-Vesikel zum ERGIC transportiert. Im
Cis-Golgi-Apparat werden weitere Man entfernt und wahrend der Reifung der Golgi-Stappel weitere
Zuckermolekdile durch die GIluNAc-, Gal-, und Sia-Transferasen ibertragen.

1.8.2. O-Glykosylierung

Die O-Glykosylierung ist ein weitaus komplexerer Prozess als die N-Glykosylierung. Im
Menschen sind sieben verschiedene Typen von O-Glykanen bekannt, diese werden nach dem
Typ des ersten Zuckers klassifiziert, welcher mit der Aminosaure verkniipft wird'®. Die
haufigsten sind die Mucin-typ O-Glykane, welche mit GalINAc beginnen und bei extrazellularen
und sekretierten Proteinen vorkommen. Weniger haufig, allerdings sehr wichtig fur die
Entwicklung des Gehirns, sind die O-Mannosyl-Glykane. Am besten charakterisiert davon ist
die Glykosylierung von a-Dystroglycan (a-DAG1) durch die Erforschung einer seltenen Gruppe
von Erbkrankheiten, den Dystroglykanopathien®? (Abbildung 11). Es sind drei Kernstrukturen
der Glykosylierung von a-DAG1 nachgewiesen: M1, M2 und M3. Nach dem Transfer von Man
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auf Dolichol-Phosphat beginnt die Biosynthese im ER mit dem Transfer von Man auf die
funktionelle OH-Gruppe der Aminosauren Serin und Threonin von a-DAG1 durch zwei
Protein-O-Mannosyltransferasen (POMT1, POMT2)'%". Die Synthese der Kernstruktur M1 wird
im  Golgi-Apparat durch die Additon von GIcNAc durch das Enzym
B-1,2-N-Acetylglucosaminyltransferase 1 (POMGNT1) begonnen'®. Der Kern M2 wird
gebildet durch die Enzyme POMGNT1 und B-1,6-N-Acetylglucosaminyltransferase 1X'%.
AnschlieRend werden an die M1- und M2-Kerne weitere Zuckerreste angehangen. Die
Kernstruktur M3 wird im ER gebildet und ist besonders wichtig fir die Bindung von a-DAG1 an
Laminin. POMGNT2 verlinkt GIcNAc auf den Man-Rest'"® und addiert die
B-1,3-N-Acetylgalactosaminyltransferase 2 (B3GALNT2) GaINAc'"". AnschlieRend wird Man
von M3 von der Protein O-Mannose-Kinase (POMK) phosphoryliert''?. Die Enzyme Fukutin
(FKTN) und Fukutin related protein (FKRP) ""°transferieren je ein Ribitol-Phosphat'™. In den
nachsten beiden Schritten transferieren je Ribitol-5-phosphat-Xylosyltransferase 1 (TMEMS)
den ersten Xylose (Xyl)-Rest'* und die B-1,4-Glucuronyltransferase (B4GAT1) den ersten
Glucuronat (GlcA)-Rest'® auf den Kern M3. Am Ende verbindet die bifunktionale
Glykosyltransferase Like-Acetylglucosaminyltransferase (LARGE) eine Verbindung aus einer

wiederholenden Xyl und GIcA zwischen a-DAG1 und Laminin'®.

B4GAT1
TMEM5

Sauerstoff
. I~ B3GALNT2
Man OO O POMGNT2
Gal M3 o, & o
-

Legende:

POMT1/POMT2

Phosphat
GalNAc

GlcNAc
Ribitol-Phosphat
Xyl

GIcA

COCDOO0OOOOMO

POMGNT1

Abbildung 11: O-Glykosylierung von a-DAG1. Fiir die Biosynthese der Kernstruktur M3 sind mehrere
Glykosyltransferasen verantwortlich (siehe Text). M3 ist essentiell fir die Bindung zum Laminin.
Abbildung von Nickolls, A. (2018)%, modifiziert.
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1.9. Das endosomale Transport-System

Als Endozytose wird ein Prozess bezeichnet, bei dem Flussigkeiten, geldste Stoffe,
Makromolekile, Plasmamembranbestandteile und andere Partikel durch die Einstllpung der
Plasmamembran aufgenommen werden. Zu diesem Prozess zahlt auch die Bildung von

Vesikeln durch Membranspaltung und deren Transport zu verschiedenen Zielorganellen'”

1.9.1. Clathrin vermittelte Endozytose
Sowohl fur die Aufnahme von aufen als auch die Sortierung der Fracht im intrazellularen
Transport Ubernimmt die Clathrin vermittelte Endozytose (clathrin coated endocytosis, CCE)

eine Hauptaufgabe''®'2°

(Abbildung 12). Nach der Initiation durch die Aufnahme eines
Rezeptors durch dessen Fracht werden verschiedene Proteine aus dem Zytoplasma rekrutiert
und die Plasmaregion von Clathrin umhdillt (Formation der Clathrin-coated Vesikels)'?'.
Wahrenddessen wird die Fracht von spezifischen Adapter-Molekilen und dem Adapter
protein 2 (AP-2) umgeben, welches die Fracht mit der Clathrin-Hiille verbindet'2. Vermutlich
werden die Vesikel Uiber ein Aktin-Geriist verlangert'?*'?* und anschlieRend mittels eines Rings
aus Dynamin abgeschniirt'?®. Im letzten Schritt wird die Clathrin-Hulle entfernt und die frithen

endozytischen Vesikel fusionieren zu den friihen Endosomen'?

Dynamin-Ring
: 2 © A
Fracht Hiill- w , ktin —
[ = Proteine X N { e® =

o~ %‘ 0 ”vl"/ -‘o Q&
Zytosolische s i : - { \;
Proteine fir Initiation ) A Abtrennung ’w"
Endozytose Rekrutierung der Fracht Entfernung

der Hulle

Abbildung 12: Die Abschnitte der Clathrin vermittelten Endozytose. Nach der Initiation wird die Fracht
von Rezeptoren rekutiert und von Clathrin und Adaptermolekilen umhdlit. AnschlieRend werden die
Clathrin-coated Vesikels mittels eines Dynamin-Rings und Aktin-Gerustes von der Membran abgetrennt.
Nach der Entfernung der Hiille fusionieren die Vesikel mit den friihen Endosomen. Abbildung aus
Kaksonen et al. (2018)'"®, modifiziert.

1.9.2. Endosomen Biogenese

Entlang des degradativen Weges der Zellen reifen die frihen Endosomen zu spaten
Endosomen und fusionieren spater mit den Lysosomen (Abbildung 13A). Diese Reifung wird
durch die Hauptregulatoren gesteuert, den GTPasen RAB5 und RAB?Y. Initiiert wird die Reifung
der friihen Endosomen von RAB5 durch den Austausch von GDP zu GTP'?". RAB5-GTP und
dessen Effektor-Komplex aus Vacuolar protein sorting protein (VPS) 34 /p150 generieren
Phosphoinositide (PI)3P, welche fiir die Identitat der Endosomen wichtig sind'®. Wahrend der
Reifung zu den spaten Endosomen wird RAB7 durch eine Signalkaskade durch RAB5 aktiviert,
welches anschlieBend wiederum durch RAB7 ersetzt wird'?®. RAB7 interagiert mit dem

homotypic fusion and protein sorting (HOPS)-Komplex'®. Der HOPS-Komplex ist zusammen

18




Einleitung

mit dem Core vacuole/ endosome tethering- (CORVET)- Komplex (Interaktion mit RABS5)
verantwortlich fir das Tethering der friihen und spaten Endosomen'®'3'. Dabei handelt es
sich um zwei hexamerische Tethering-Komplexe, welche sich durch zwei VPS-Proteine
unterscheiden'? (Abbildung 13B). Wahrend der Reifung von friihen Endosomen zu den
Lysosomen sinkt der pH-Wert in diesen Vesikeln stark, von 6,2 (frihe Endosomen) bis zu 5,2

)133

(Lysosomen)™°. Im sauren Milieu sind die lysosomalen Verdauungsenzyme aktiv und

degradieren die Fracht'*.

A frihe spate
endozytische Endosomen Endosomen
Vesikel
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Lysosomen
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<
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Abbildung 13: Die Funktion von CORVET und HOPS im degradativen Weg. (A) Die endozytischen
Vesikel fusionieren zu den frilhen Endosomen. Anschliefend unterstiitzt CORVET/Rab5 die
Endosomen-Fusion. In den spaten Endosomen wird Rab5 durch Rab7 und HOPS ersetzt, welche die
Fusion mit dem Lysosomen unterstiitzen. AuBerdem unterstiitz HOPS die Fusion von Autophagosomen
und Lysosomen. (B) Der Aufbau von CORVET und HOPS besteht aus einem Geriist von VPS11,
VPS16, VPS18 und VPS33, welche sich nur durch die Proteine VPS3/VPS8 und VPS39/VPS41
unterscheiden.
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1.10. Spermienentwicklung

Spermien sind die mannlichen Gameten, welche mit der Vereinigung der Oozyte zu dessen
Befruchtung fihrt. Dabei handelt es sich um bewegliche Zellen, welche ein Flagellum und
einen haploiden Chromosomensatz besitzen'®. Die Entwicklung der Spermien findet in den
Tubuli seminiferi der Hoden statt. Dabei sind die Spermienvorlauferzellen von den Sertoli-
Zellen umgeben, welche die Mikroumgebung fir die Entwicklung generieren'*®. Die
Entwicklung der Spermien kann in drei Phasen eingeteilt werden. Der Mitose, in der die
spermatogonalen Stammzellen sich teilen und selbst erneuern. Ein Teil der spermatogonalen
Stammzellen differenziert zu B-Spermatogonien, welche durch die Meiose haploide
Spermatiden formen. Die Spermatiden durchlaufen die Spermatogenese (Abbildung 14), in
der diese sich zu reifen Spermien entwickeln und dabei das Akrosom, das Flagellum
(Axoneme) und die Manschette ausbilden'®. Zuséatzlich kondensiert der Zellkern, die Histone

t137

werden durch Protamine ersetzt’™’ und Uberschussiges Zytoplasma wird entfernt.

- Golgi-Apparat
“‘ gi-aee Mitochondrien
\'T akrosomale A
\\  Vesikel krosomen

Zentriole

Zellkern
Flagellum

Abbildung 14: Spermatogenese. Die proakrosomalen Vesikel werden vom Trans-Golgi-Apparat
abgeschniirt, zum Zellkern transportiert und fusionieren zum Proakrosom. Die Zentriole wandert zur
gegenuberliegenden Seite des Proakrosom. Die Entwicklung des Flagellums beginnt
(1-3. Golgi-Phase). Das Proakrosom streckt sich iber den Zellkern (4. Kappenphase). Das Akrosom
wird schmaler, der Zellkern kondensiert, die Mitochondrien ordnen sich am Mittelstick an und
Uberschissiges Cytoplasma wird entfernt. (5. Akrosomphase). In der letzten Phase ist das Akrosom
und der Zellkern kondensiert und das Flagellum vollstandig ausgebildet (6. Reifungsphase). Abbildung
von Wade, D."®8, (ibersetzt.

1.10.1. Akrosomenbiogenese
Das Akrosom enthalt die lytischen Enzyme, welche erforderlich sind, um in die Zona pellucida

der Oozyte zu durchdringen. Wahrend der Golgi-Phase werden die proakrosomalen Vesikel
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initial vom Trans-Golgi-Apparat abgeschnirt und zum Zellerkern transportiert (Abbildung 15).
Dort fusionieren diese Vesikel zu einer Vorstufe des Akrosomens in einem subakrosomalen
Raum an das Akroplaxom, einem Zytoskelettring aus F-Aktin und Keratin™°. Wahrend der
Golgi-Phase wird das Proakrosom gréRer und legt sich wie eine Kappe Uber den Zellkern
(Kappenphase). In der Akrosomphase beginnt der Zellkern zu kondensieren um das Akrosom
wird schmaler. In der Reifungsphase ist der Zellkern kondensiert und das Akrosom vollstandig
ausgebildet'*®. Mehrere Proteine sind bekannt, durch deren Funktionsverlust die Vesikelfusion

(Hrb™', Vps54'4?), oder der Vesikeltransport (Gopc', Pick1'*) beeinflusst und dadurch die

Entwicklung des Akrosoms beeintrachtigt wird.
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Vesikel Mikrotubuli-Manschette

Abbildung 15: Biogenese des Akrosoms und des Flagellums. Proakrosomale Vesikel werden vom
Trans-Golgi-Apparat abgeschnirt und fusionieren am Akroplaxom zum Akrosom. Es bildet sich
temporar eine Mikrotubuli-Manschette. Uber diese Manschette werden die non-akrosomalen Vesikel
ebenfalls vom Trans-Golgi-Apparat abgeschniirt, hin zur Zentriole transportiert und bilden das

Flagellum.

1.10.2. Entwicklung der Manschette und des Flagellums

Nach dem Start der Akrosomenbiogenese beginnt die Assemblierung der Manschette aus den
Mikrotubuli. Diese Manschette wird nur temporar gebildet und deassembliert nach der
Kondensation des Zellkerns. Sie ist allerdings wichtig fir die Bildung des Flagellums. Aulder
den proakrosomalen Vesikeln werden zusatzlich non-akrosomale Vesikel mit den
Bestandteilen des Flagellums vom Trans-Golgi-Apparat abgeschnirt. Diese Vesikel werden
Uber das ,Manschetten-Zytoskelett” zur Zentriole transportiert, wo die Bildung des Flagellums
beginnt. Die Manschette ist Giber das Akroplaxom mit dem Akrosom verbunden'. Dies erklart,
warum Defekte in der Manschette, sowie Fehlbildungen des Akrosoms zu einer

Beeintrachtigung der Spermien-Motilitat und Unfruchtbarkeit fiihren.
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1.11. Zielstellung

ARCL2A-Patienten weisen neben einer faltigen Haut eine Pflasterstein-Lissenzephalie  und
Krampfanfalle auf. Ursache sind Mutationen in ATP6V0A2, dass fur die a2 Untereinheit des
Vo-Sektors der v-ATPase kodiert. Durch die vielfaltigen Funktionen der v-ATPase ist wenig
dartber bekannt auf welche Weise diese Mutationen zur Fehlentwicklung des Gehirns und der
Haut flihren.

Die v-ATPase ist verantwortlich fir die Ansauerung von Organellen und erflllt dartiber
hinaus uUber Proteininteraktionen regulatorische Funktionen hinsichtlich Vesikeltransport und
der Aktivierung des mTORC1-Komplexes. Als Teil der v-ATPase navigiert a2 diese zum
Golgi-Apparat oder zu den friihen Endosomen. Damit konnte eine defekte Ansduerung des
Trans-Golgi-Apparats, der frithen Endosomen, ein CDG oder eine Deregulation des
endosomalen Transports flr die Phanotypen der ARCL2A-Patienten ursachlich sein.

Molekularbiologische Analysen von Fibroblasten und Hela-Zellen mit ATP6VOAZ2-
Defizienz wurden durchgefiihrt, kbnnen jedoch nur bedingt auf andere Zelltypen Ubertragen
werden, oder die Auswirkungen auf Organe oder den Organismus darstellen.

Aus diesen Grunden wurden in dieser Dissertation zwei ARCL2A-Mausmodelle
charakterisiert. Bei einem Mausmodell handelt es sich um ein patientennahes Modell mit
einem Knockout in Atp6v0a2 (Atp6v0a2”). Bei diesem Mausmodell kann die Atp6v0a2-
v-ATPase nicht gebildet werden. Zusatzlich wurde ein Knockin-Mausmodell charakterisiert, bei
dem in Atp6v0a2 die Aminosaure Arginin (R) 755 durch ein Glutamin (Q) ersetzt wurde
(Atp6v0a2R¥RQ). In diesem Mausmodell wird die Atp6v0a2®®-v-ATPase gebildet, welche fir
Proteininteraktionen zur Verfugung steht. Dennoch kann durch die RQ-Mutation Atp6v0a2
nicht mit den c-Untereinheiten der v-ATPase interagieren, wodurch kein Protontransport
stattfindet. Durch den Vergleich der Mausmodelle soll zwischen den Aufgaben der
Atp6v0a2-v-ATPase - dem Protonentransport versus Vesikeltransport - hinsichtlich deren
Einfluss auf den Pathomechanismus unterschieden werden.

Dartiber hinaus soll in dieser Arbeit ein besonderer Fokus auf die Aufklarung des
Gehirnphanotyps gelegt werden, da dieser neurologische Defekt bei den Patienten zu

Krampfanfallen fuhrt und keine Méglichkeiten zur Therapie zur Verfigung stehen.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialen

2.1.1. Gerate

Tabelle 2: In dieser Dissertation verwendete Geréate flr die Histologie, Mikroskopie, Immunoblotting
und Spermienanalyse.

Gerat Hersteller

TP 1020 Gewebeprozessierung Leica (Wetzlar)

Einbettstation EC350 Microm (Walldorf)

Microtom HM35 S Microm (Walldorf)

Cryostat CM3050S Leica (Wetzlar)

Mikroskop BX60 Olympus (Hamburg)
Mikroskop LSM700 Zeiss (Jena)

Celldiscoverer 7 Zeiss (Jena)

Operetta High Content Imaging System Perkin Elmer (Waltham, USA)
Axio Examiner.A1 Zeiss (Jena)

Mini-Protean 3 System BioRad (Hercules, USA)
Semi-Dry Elektroblotter Peglab (Erlangen)

Western Blot Imaging System Odyssey Fc LI-COR (Lincoln, USA)
Spermien-Analysegerat Hamilton Thorne Hamilton Thorne (Beverly, USA)
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2.1.2. Chemikalien

Allgemeine Chemikalien, die in den folgenden Tabellen nicht aufgefiihrt sind, wurden diese
bei Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), Merck (Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe) oder J.T.Baker
(Phillipsburg, USA) bestellt.

2.1.2.1. Genotypisierung
Tabelle 3: Chemikalien fiir die Genotypisierung.

Chemikalie Hersteller

5x FIREPol Master Mix (12,5 mM MgCl.)  Solis Biodyne (Tartu, Estland)
GeneRuler Mix Thermo Fisher (Waltham, USA)
Agarose, Ultra-Qualitat Carl Roth (Karlsruhe)

Tabelle 4: Zusammensetzung der Puffer fur die Genotypisierung.

Puffer Zusammensetzung

Lysepuffer 25 mM NaOH, 0,2 mM EDTA
Neutralisationspuffer 40 mM TrisHCI

6x Ladepuffer 0,25 % Bromphenolblau, 30 % Glycerin

50x Laufpuffer (TAE) 2 M TRIS, 50 mM EDTA, 1 M Essigsaure, pH 8

Tabelle 5: Genotypisierungsprimer

Primer Sequenz
Atp6v0a2 i14F TGACCGCCTCTTCTCATGAG
loxp1 R TGGAACTGGAGCCATCGC

Atp6v0a2_i17R  GCAGATCCGAGGCGTAAATC

Die Primer der Genotypisierung wurden von Eurofins Genomics (Ebersberg) produziert.
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2.1.2.2. Histologie und Farbungen

Tabelle 6: Chemikalien fiir die Histologie und Farbungen.

Chemikalien

Hersteller

Paraformaldehyd (PFA)
Glutaraldehyd

Tissue-Tek O.C.T
tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Pepsin Antige-Retiver
Saponin

Triton™ X-100

Entellan

Fluoromount-G
Kresylviolett

Mayers Hamalaunlésung
Eosin G-Lésung

Human Tubal Fluid-Medium
Albumin Fraktion V (BSA)
Normal Donkey Serum
Normal Goat Serum
4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)
Filipin 111

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sakura (Osaka, Japan)

Merck Millipore (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Southern Biotech (Birmingham, USA)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Merck Millipore (Darmstadt)
Merck Millipore (Darmstadt)
Merck Millipore (Darmstadt)
Carl Roth (Karlsruhe)

Abcam (Cambridge, England)
Abcam (Cambridge, England)
Thermo Fisher (Waltham, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

2.1.2.3. Zellkultur

Tabelle 7: Chemikalien fiir die Kultiervierung primarer Mauszellen.

Chemikalie

Hersteller

DMEM 4,5 g D-Glucose ohne Pyruvat

Fetales Kalberserum (FBS)
Ultra-Glutamin |
Penicillin-Streptomycin

DPBS (steril, ohne Ca?*, Mg?*)

Lonza (Basel, Schweiz)

Gibco/ Thermo Fisher (Waltham, USA)

Lonza (Basel, Schweiz)
Lonza (Basel, Schweiz)

Gibco/ Thermo Fisher (Waltham, USA)

Trypsin-EDTA Gibco/ Thermo Fisher (Waltham, USA)
Brefeldin A Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Chloroquin Diphosphatsalz Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Bafilomycin A1 (Baf) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Tunicamycin-Lésung, 5 mg/mL Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Dimethylsulfoxid (DMSQO) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Cholera Toxin B FITC-Konjugat (CTB-FITC) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
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2.1.2.4. Metabolische Markierung mit ManNAz

Tabelle 8: Chemikalien fiir die metabolische Markierung mit ManNAz

Chemikalie

Hersteller

N-azidoacetylatedmannosamine-tetraacylated (ManNAz) Jena Bioscience (Jena)

Natriumascorbat
BTTAA

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Jena Bioscience (Jena)

Fluor 488-Alkyne (AzidoFluor 488) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

2.1.2.5. Immunoblotting

Tabelle 9: Chemikalien fiir das Immunoblotting

Chemikalien

Hersteller

Rotiphorese Gel 30 (Acrylamid, Bisacrylamid) Carl Roth (Karlsruhe)
N,N,N’,N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth (Karlsruhe)

Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sodiumdodysilsulfat (SDS) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Glycin Carl Roth (Karlsruhe)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) Merck Millipore (Darmstadt)

3-Mercaptoethanol

Carl Roth (Karlsruhe)

Blocking buffer LI-COR (Lincoln, USA)
Methanol Carl Roth (Karlsruhe)
ECL Western Blotting-Substrat Pierce/ Thermo Fisher (Waltham, USA)

WGA-Agarose-Beads

Vector Labs (Burlingame, USA)

Tabelle 10: Puffer fir das Immunoblotting

Puffer

Rezept

RIPA-Puffer

Trenngelpuffer
Sammelgelpuffer

5x Ladepuffer
10x Transferpuffer
1x Transferpuffer

150 mM NaCl, 50 mM TRIS, 5 mM EDTA, 1 % Triton X, 0,25 %
Desoxycholsaure, 0,1 % SDS

1,5 M TRIS, 0,4 % SDS, pH 8,8

1,5 M TRIS, 0,4 % SDS pH 6,8

150 mM TRIS-HCI, 80 % Glycerol, 5 % SDS, 0,2 % Orange G, 10
% B-Mercaptoethanol

250 mM TRIS, 2 M Glycin

25 mM TRIS, 200 mM Gilycin, 20 % Methanol

Laufpuffer 25 mM TRIS, 200 mM Gilycin, 1 % SDS
10x PBS 80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 g Na;HPO4, 2,4 g KH2POsadd 1 L
Waschpuffer 0,1 % Tween oder 0,1 % NP-40 in 1x PBS

Die sekundaren Antikérper mit Fluoreszenz-Signalen (680RD, 800CW) wurden von der Firma
LI-COR (Lincoln, USA) und HRP markierte Antikroper von Thermo Fisher (Waltham, USA)
bezogen. Die Lecitne wurden mit 800CW Streptavidin LI-COR (Lincoln, USA) detektiert.
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2.1.2.6. Antikorper und Lektine

Tabelle 11: Primare Antikdrper mit den eingesetzten Verdiinungen fir Immunfluoreszenz (IF),
Immunoblotting (1B) und Immunhistochemie (IHC).

Verdunnungen
Antikorper IF Gewebe IF Zellen IB IHC | Produktnr. Hersteller
Anti-Laminin 1:500 - - - L9393 Sigma-Aldrich
Anti-lIH6 a-Dag1 1:200 - 1:500 - 05-593 Merck Millipore
Anit-a-Dag1 - - 1:1000 - ab242442 Abcam
Anti-R-Dag1 1:200 - 1:200 - 7D11 DSHB
Anti-Tbr2 1:500 - - - AB15894  Merck Millipore
Anti-Ctip2 1:250 - - - ab18465 Abcam
Anti-Gm130 1:500 1:800 - - 610823 BD Biosciences
Anti-Giantin - 1:800 - - 924302 Biolegend
Anti-Gfap 1:500 - - - G3893 Sigma-Aldrich
Anti-Tgn38 - - 1:500 - ab16059 Abcam
Anti-Grp56 - - 1:500 - MABN310 Merck Millipore
Anti-Col3a - - 1:500 - C2C3 GeneTex
Anti-CtsD - - 1:500 - ab75852 Abcam
Lamp1 1:500 1:500 - - ab24170 Abcam
Lamp2 - - 1:100 - ABL-93 DSHB
Anti-LC3A/B - - - 1:1000 (4108 Cell signaling
Anti-Eln ; ; 1:500 - |Rra75 Ef;t;)ggo‘j“ds
Anti-Dcn - - 1:2000 - LF-114 Kerafast
Anti-pSmad - - 1:1000 - 3101 Cell signaling
Anti-Smad2 - - 1:1000 - 3102 Cell signaling
Anti-Gopc - - 1:1000 - ab109119 Abcam
Anti-Pick1 - - 1:500 - ab77178 Abcam
Anit-Atp6v0a2 - - 1:1000 - ab96803 Abcam
Anti-Gapdh - - 1:40000 - AM4300 Thermo Fisher
Anti-Aktin - - 1:4000 - 4970 Cell signaling

Tabelle 12: Lektine mit den eingesetzten Verdlinnungen fir fir Immunfluoreszenz (IF) und
Immunoblotting (1B).

Verdinnung
Lektine IF Gewebe IB Hersteller
Peanut Agglutinin (PNA) 1:1000 1:1000 | Vector Labs
Sambucus Nigra Lectin (SNA) - 1:1000 | Vector Labs
Phaseolus Vulgaris Erythroagglutinin (E-Pha) - 1:1000 | Vector Labs
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2.1.2.7. Kits

Tabelle 13: Verwendete Kits.

Kit

Hersteller

Periodic Acid Schiff Stain
DNA/RNA/Protein Allprep
Pierce BCA Protein
Vectastain ABC Kit

Abcam (Cambridge, England)
Qiagen (Hilden)

Thermo Fisher (Waltham, USA)
Vector Labs (Burlingame, USA)

2.1.2.8. Software

Tabelle 14: Verwendete Software mit Versionsnummer und dessen Herausgeber.

Software

Herausgeber

Graphpad Prism 8 (v8.3.0)

Zen blue 3.0 lite (v3.0.79.0000)
Zen black lite (v16.0.1.306)
Image Studio (v5.2.5)

Imaged (v2.0.0)

Persus (v1.6.1.3)

GraphPad Software (San Diego, USA)
Zeiss (Jena)

Zeiss (Jena)

LI-COR (Lincoln, USA)

bio7.org

FG Computational Systems Biochemistry, (MPI
fur Biochemie, Martinsried)
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2.2. Methoden

2.2.1. Atp6v0a2-Mausmodelle

Die in dieser Arbeit verwendeten Afp6v0a2-Mausmodelle wurden von Denise Jahn wahrend
ihrer Dissertation generiert®>. Es wurde ein Atp6v0a2-Knockout (Atp6v0a2””) Mausmodell
erstellt, in dem die Exons 15 bis 17 durch die Cre-Rekombinase entfernt wurden (Abbildung
16A). Fiir das Atp6v0a2-Knockin (Atp6v0a2??R?) Mausmodell wurde eine Missens-Mutation
an Position in Exon 18 eingfiigt, wodurch ein Aminosaure-Austausch von Arginin 755 zu
Glutamin (R755Q) stattfand (Abbildung 16B). Die Neomycin-Resistenz der Atp6v0a2®¥Re-
Linie wurde durch die Verpaarung mit einer Flippase-Deleter-Mauslinie entfernt, wodurch die

Flippase den Genabschnitt heraus rekombiniert.

A 14 151617 18
AtpévoazNeoR — -p—{HH P~ neor PPp-{—
loxP FRT FRT loxP
Cre
14 18
Atp6v0a2-/-  —— |
B loxP
14 151617 1g%ssa
Atpév0a2RaNeoR —{ P~ HH -Pp- neor PpPp—I—
loxP FRT FRT loxP ‘
14 151617 1877550 =
Atp6v0a2RQ —{p{HH P r—
loxP FRT loxP

Abbildung 16: Targeting strategy der Atp6v0a2-Mausmodelle. (A) Im Atp6v0a2’-Mausmodell wurden,
durch die Verpaarung von Maus-Chimaren mit Hprt-Cre-Rekombinase, die Exons 15 bis 17
keimbahnganig durch die Rekombination der JoxP-Sites entfernt. (B) Zur Erzeugung des
Atp6v0a2R¥RA-Mausmodells wurde vor der Aggregation der embryonalen Stammzellen im Zielvektor
die Aminosaure Arginin 755 zu Glutamin in Atp6v0a2 mutiert. Die entstandenen Chiméaren wurden zur
Entfernung der Neomycin-Resistenz mit einer Flippase-Deleter-Mauslinie verpaart. Hierdurch fand die
Rekombination der Flippase recognition target (FRT)-sites statt.

2.2.2. Mausgenotypisierung

2.2.2.1. DNA Isolation fiir die Mausgenotypisierung

Von den Mausen wurde wahrend der Markierung eine Ohrstanze entnommen. Dieses Gewebe
wurde in 50 ul Lysepuffer (25 mM NaOH, 0,2 mM EDTA) fir 60 min bei 95 °C erhitzt, und

anschliefend mit 50 pl Neutralisationspuffer (40 mM Tris-HCI) versehen.

2.2.2.2. PCR zur Mausgenotypisierung

Zur Genotypisierung wurden fiir die Atp6v0a2” sowie fiir die Atp6v0a2?¥Re- Linie eine drei
Primer-PCR mittels 5x FIREPol Master Mix durchgefiihrt. Von der isolierten DNA wurde je 1 pl
verwendet. Das ergibt den Reaktionsmix in Tabelle 15 und wurde mit einer verkirzten Version

des Temperaturprogramms MS-Long durchgefuhrt (Tabelle 16).
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Zur Bestimmung der Genotypen wurde ein 1,5 % Agarosegel verwendet und die
PCR-Produkte wie in (Tabelle 17) unterschieden.

Tabelle 15: Reaktionsmix fur die Mausgenotypisierung

5x FIREPol Master Mix
Atp6v0a2_i14F (10uM)

loxp1_R (10pM)

Atp6v0a2_i17R (10uM)

H20
DNA

4 ul
0,4 ul
0,4 ul
0,4 ul
13,8 ul

1l

Tabelle 16: Temperaturverlauf von ,MS-long kurz*

T[°C] t [min] Zyklen

95 03:00

95 00:30

61 00:45 x3
72 01:30

95 00:30

59 00:45 x3
72 01:30

95 00:30

57 00:45 x3
72 01:30

95 00:30

55 00:45 x33
72 00:45

72 10:00

4 o0

Tabelle 17: Produktgréen der Mausgenotypisierungs-PCR

Allel Grolde [bp]
Atp6v0a2'"! 680
Atp6v0a2 458
Atp6v0a2R? 572
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2.2.3. Histologie

2.2.3.1. Fixierung und Einbetten von Gewebe in Paraffin

Die Haut von p35 Mausen, die Hoden von p105 Mausen und die Képfe von 13,5 Embryonen
wurden entnommen und mit 4 % PFA immersionsfixiert. Flr die Analyse des Gehirns von p35
Mausen wurde eine Perfusion vorgenommen. Den Mausen wurden i.p. 100 yL 1 Ketavet
(10%): 1 Rompun (2%): 8 NaCl (0,9 %) pro 10 g Kérpergewicht injiziert und dadurch in eine
tiefe Narkose gelegt. AnschlieRend wurde der Thorax gedffnet, der rechte Vorhof des Herzens
angeschnitten und in die linke Herzkammer zuerst 20 mL Heparin/NaCl und anschlie3end
20 mL 4 % PFA injiziert. Die Gehirne wurden entnommen und Uber Nacht mit 4 % PFA
immersionsfixiert. Die Gewebe wurden zweimal mit PBS gewaschen. Dann erneut fur 30 min
in 50 % Ethanol gewaschen und anschlief3end in 70 % Ethanol gelagert bis diese mittels des

Entwasserungsautomaten TP1020 in Paraffin Gberflihrt wurden (Tabelle 18).

Tabelle 18: Programm zur Gewebedehydratation von TP1020

Zeit Losung
2h 90% Ethanol
2h 95% Ethanol
2h 100% Ethanol
2h 100% Ethanol
2h 100% Ethanol
15 min Ultraclear
15 min Ultraclear
30 min Ultraclear
3 min 1:1 Ultraclear:Paraffin
3 min Paraffin

2.2.3.2. Einbetten von Gewebe in Optimal Cutting Temperature Compound (OCT)
P35 Mause wurden einer Perfusion unterzogen (Punkt 2.2.3.1.), die Gehirne enthommen und
in OCT eingelegt. Nach 5 min wurden die Gehirne erneut in OCT uberfuhrt und mittels in

flissigen Stickstoff vorgekuhltem Isopentan eingefroren.

2.2.3.3. Nissl-Farbung

Von den Geweben wurden 5 pm dicke Schnitte angefertigt und auf Histobond Objekttrager
getrocknet. Das Paraffin der Gewebe wurde zweimal mit 5 min Xylol entfernt und zur
Entfernung des Xylols fir zweimal 5 min in 100 % Ethanol uberfuhrt. Darauf folgte eine
Hydrierung mittels absteigender Ethanolreihe: 5 min 90 % Ethanol, 5 min 70 % Ethanol, 5 min
50 % Ethanol und 5 min Wasser. Die Neuronen wurden mit 0,4 % Kresylviolett in Acetat-Puffer
pH 4,0 Uberfarbt und zweimal kurz mit Acetat-Puffer differenziert. AnschlieRend wurden die
Schnitte jeweils kurz zweimal mit 96% Ethanol und 100 % Ethanol dehydriert, getrocknet und

mit Entellan eingedeckelt.
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2.2.3.4. Hamatoxylin-Eosin Farbung

Nach der Entfernung des Paraffins und der Hydrierung (Punkt 2.2.3.3.), wurden die Schnitte
fir 7 min in 50 % Hamatoxylin inkubiert. Die Schnitte wurden zweimal mit destilliertem Wasser
kurz gespult und mit 0,25 % HCI/ 70 % Ethanol differenziert. Dann wurden die Schnitte 10 min
unter flieBendem Leitungswasser geblaut und fur 2 min mit 0,2 % angesauertem Eosin gefarbt.
AnschlieRend wurden die Proben zweimal kurz mit 96 % Ethanol gespllt und zweimal 2 min
mit 100 % Ethanol entwassert. Zuletzt wurden die Schnitte zweimal 2 min mit Xylol inkubiert

und mit Entellan eingedeckelt.

2.2.3.5. Periodsaure-Schiff-Reaktion (engl. Periodic Acid-Schiff, PAS)

Die PAS-Reaktion wurde mittels des Periodic Acid Schiff stain-Kits durchgefihrt: P35
Gehirnschnitte wurden entparaffiniert und hydriert (Punkt 2.2.3.3.). Es folgte eine 5 min
Oxidation der Zuckerketten mit Periodsaure. Diese wurde durch viermal Waschen mit Wasser
entfernt. Im nachsten Schritt folgte eine 15 min Reaktion mit Schiff-Reagens gefolgt von 5 min
Waschen mit flieRendem Leitungswasser. Die Zellkerne wurden 2 min mit Hamatoxylin gefarbt
und erneut 2 min mit Leitungswasser gewaschen. AnschlieRend wurden die gefarbten PAS-
Stoffwechselprodukte 30 s mit Blauungsreagenz inkubiert. Dann wurden die Gewebeschnitte
zweimal 5 min mit Wasser gewaschen und je zweimal 3 min mit 95 % Ethanol, 100 % Ethanol

und Xylol dehydriert. Am Ende wurden die Gewebeschnitte mit Entellan eingedeckelt.

2.2.3.6. Inmunfluoreszenzfarbung von Gewebeschnitten

Von den OCT-Praparaten wurden 7 um dicke Schnitte angefertigt, welche nach der Lagerung
aufgetaut und getrocknet wurden. Hingegen wurden Paraffinschnitte entparaffiniert
(Punkt 2.2.3.3.). Anschlieend wurden die Schnitte zweimal 5 min bei RT in PBS aquilibriert.
Es erfolgte eine Antigen-Demaskierung mittels 10 min kochen in Zitronensaure pH 6,0 oder
10 min Inkubation mit Pepsin Antigen Retriever bei 60 °C. Die Wahl der Antigen-Demaskierung
fiel entsprechend der Bindungseigenschaften des primaren Antikdrpers aus. Die
Gewebeschnitte wurden zweimal 5 min mit PBS gewaschen und dann mittels 0,2 % Triton X/
5 % BSA/5 % Eselserum oder 5 % Ziegenserum fiir 30 min geblockt und permeabilisiert. Die
Gewebeschnitte wurden einmal mit PBS gewaschen und tiber Nacht bei 4 °C mit dem primaren
Antikorper inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Gewebeschnitte dreimal mit PBS
gewaschen und 1 h bei RT mit dem sekundaren Antikdrper inkubiert. Dann wurden die Schnitte
10 min mit 1:1000 verdinntem DAPI inkubiert. Am Ende wurden die Gewebeschnitte dreimal

mit PBS gewaschen und in Fluoromount G eingebettet.

2.2.3.7. Inmunhistochemie von Gewebeschnitten
Die Paraffinschnitte wurden wie unter Punkt 2.2.3.3. entparaffiniert. Die Schnitte wurden
zweimal 5 min bei RT in PBS aquilibriert. Es folgte eine Antigen-Demaskierung mittels 10 min

kochen in Zitronensaure pH 6,0. Fur die immunhistochemische Farbung wurde das Vectastain
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ABC Kit verwendet. Die Gewebeschnitte wurden 20 min mit Protein-Block inkubiert. Es folgte
eine Inkubation mit primarem Antikorper in 3 % BSA Uber Nacht bei 4 °C. Die Gewebeschnitte
wurden zweimal 5 min mit PBS gewaschen, 30 min mit 1:200 verdinntem biotinylierten
sekundaren Antikdrper inkubiert und erneut mit zweimal mit PBS gewaschen. Es folgte eine
30 min Inkubation mit ABC Reagenz bei RT und zweimal Waschen mit PBS. Dann wurden die

Gewebeschnitte ca. 5 min mit der Substratlésung inkubiert und mit Leitungswasser gespuilt.

2.2.4. Transmissionselektronenmikroskopie

2.2.4.1. Gewebeentnahme und Fixierung

Fir die Analyse des Gehirns wurden p35 Mause mit 1 % Glutaraldehyd/ 2 % PFA in PBS wie
unter Punkt 2.2.3.1. beschrieben einer Perfusion unterzogen. AnschlieBend wurde das
Gewebe Uber Nacht bei 4 °C immersionsfixiert und im Fixans gelagert. Fur die Analyse der
Haut von p35 Mausen wurde ein 5x5 mm grolRes Stiick vom Nacken entnommen und in 2,5 %
Glutaraldehyd/ 50 mM Cacodylatpuffer Gber Nacht fixiert und bis zur weiteren Bearbeitung
darin gelagert. Fur die Analyse der Hoden wurde von p105 Mausen diese entnommen und in
1,5 % Glutaraldehyd/ 1,5 % PFA in 0,15 M HEPES-Puffer pH 7,35 Gber Nacht bei 4 °C
immersionsfixiert. Am nachsten Tag wurde das Gewebe mit HEPES-Puffer gewaschen.
2.2.4.2. Einbetten der Gewebe und Analyse

Das Einbetten der Gewebe und die ultrastrukturellen Analysen wurden von Dr. Michaela
Schweizer (Gehirn), Dr. Ingrid Hauf3er-Siller (Haut) und Prof. Dr. Andreas Meinhardt (Hoden)
vorgenommen, welche eine hohe Expertise auf der Analyse dieser Gewebe besitzen. Es folgt
eine kurze Beschreibung der Probenvorbereitung: Die geschnittenen Gewebe wurden mit
wassrigem Osmiumtetroxid nachfixiert. Anschliefend wurden die Proben mit Wasser gesplilt,
durch eine aufsteigende Ethanol-Reihe dehydriert, in Propylenoxid dberfuhrt und in
Epoxidharz eingebettet. Es wurden Ultradinn-Schnitte (60- 80 nm) erstellt und mit dem
Elektronenmikroskop untersucht. Fur die Lichtmikroskopie wurden Semidinnschnitte auf

Glasobjekttrager aufgezogen und mit Toluidinblau gefarbt.

2.2.5. Immunoblotting

2.2.5.1. Proteinextraktion aus Gewebe

Fir die Extraktion von Protein und RNA aus dem frontalen Kortex des Gehirns und der Haut
wurde das DNA/RNA/Protein Allprep (Qiagen) verwendet: Pro Probe wurden 15 mg Gewebe
mittels Stickstoff schockgefroren und Mérser zerkleinert. AnschlieRend wurde das Gewebe in
600 uL RLT-Puffer mit 1 % R-Mercaptoethanol aufgenommen, mittels 20 G Kandile
homogenisiert und 15 min bei RT inkubiert. Dann wurden die Proben 3 min bei 18000 g
zentrifugiert und der Uberstand in die AllPrep DNA-spin column Ubertragen. Die DNA-
spin column wurde bei 8000 g zentrifugiert, der Durchfluss mit 430 uL reinem Ethanol versetzt

und auf die RNA-spin column aufgetragen. Zur Extraktion der DNA wurde die DNA-spin
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column erst mit 500 yL AW1-Puffer und anschlieBend mit 500 yL AW2-Puffer gewaschen.
Zwischen den Waschschritten wurde 1 min bei 8000 g zentrifugiert. Die DNA wurde vom Filter
mit 100 yuL Wasser eluiert. Zur Extraktion der RNA wurde die RNA-spin column 15 s bei 8000 g
zentrifugiert und das Eluat zur Extraktion des Proteins aufgefangen. Die RNA spin column
wurde mit 700 uyL RW1-Puffer gewaschen und 15 s bei 8000 g zentrifugiert. Dann wurde die
RNA spin column zweimal mit 500 uL RPE-Puffer gewaschen und erst 30 s und im zweiten
Schritt 2 min bei 8000 g zentrifugiert. Die RNA wurde mit 50 yL RNAse freiem Wasser bei
1 min 8000 g eluiert. Es folgte die Proteinisolation aus dem Eluat der RNA-spin column. Zu
dem Eluat wurde 1 mL APP-Puffer gegeben und 10 min bei RT prazipitiert. Es folgte eine
Zentrifugation bei 18000 g fiir 1 min. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit 500 pL
70 % Ethanol gewaschen und erneut 1 min bei 18000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vollstandig entfernt und das Pellet 10 min bei RT getrocknet. Zum Lésen des Pellets wurde es
in RIPA-Puffer mit 5 % SDS aufgenommen und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nachsten
Tag wurde die Losung kurz auf 60 °C erwarmt und 1:3 mit RIPA-Puffer verdinnt.

Fir die Hodenhomogenate wurde ein p105 Maushoden in 500 pL RIPA-Puffer
aufgenommen, mittels Ultra-Turrax zerkleinert und 45 min auf Eis inkubiert. Anschlie3end
wurden diese bei 18000 g abzentrifugiert und 1:7 in RIPA-Puffer verdinnt.

Zur Herstellung von Zellhomogenaten aus Mefs wurden diese konfluent mit 4*10° Zellen
pro Vertiefung einer Zellkulturschale mit 6 Vertiefungen ausgesat. Diese wurden in 100 pL
RIPA-Puffer aufgenommen, 45 min auf Eis inkubiert, 10 min bei 18000 g abzentrifugiert und
der Uberstand entnommen. Die Proteinkonzentration wurde mittels Bicinchoninséure Analyse
(engl. Bicinchoninic acid analysis, BCA) bestimmt.

Far die Analyse von a-Dag1 wurde Protein aus e13,5 Képfen und Embryonen nach dem
Protokoll von Michele et. al (2002) extrahiert und angereichert?®. Das Gewebe wurde mittels
Stickstoff schockgefroren, Mdrser zerkleinert und in 1 mL 1 % Triton X aufgenommen und
30 min bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend wurde die Proteinkonzentration mittels BCA bestimmt
und fir die e13,5 Embryokdpfe 700 ug Protein und fir kompletten Embryonen 4000 ug Protein
in 1 mL 1 % Triton X verdliinnt. Das Protein wurde Uber Nacht bei 4 °C mittels 200 uL
WGA-Agarose-Beads angereichert. Folgend wurden die WGA-Beads dreimal mit 0,1 % Triton
X gewaschen und die Glykoproteine durch 10 min Inkubation bei 95 °C in 150 pL Ladepuffer
eluiert. 50 pL des Eluats wurden direkt auf das Acrylamidgel aufgetragen.
2.2.5.2. Probenvorbereitung
Abhangig vom zu analysierenden Protein wurden 15 bis 20 pg Protein der
Gewebehomogenate und 10 bis 20 ug Protein der Zellhomogenate eingesetzt. Das Volumen
der Homogenate wurde mittels RIPA-Puffer angeglichen und mit 5x Ladepuffer versetzt.

AnschlieRend wurden die Proben 5 min bei 98 °C aufgekocht und sonifiziert.
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2.2.5.3. SDS-PAGE und Westernblot

SDS-Polyacrylamidgele wurden in das Mini-Protean System eingesetzt und die Kammer mit
Laufpuffer beflllt. Abhangig vom Molekulargewicht des Proteins wurde fir die Gele eine
Acrylamidkonzentration von 6 bis 14 % gewahlt. Die vorbereiteten Homogenate wurden
aufgetragen, bei 60 V einlaufen gelassen und dann mit 120 V aufgetrennt.

AnschlieRend wurden die Proteine mittels Semi-Dry Elektroblotter auf eine
Nitrozellulose-Membran transferiert. Die Nitrozellulose-Membran und das Filterpapier wurden
in Transferpuffer eingeweicht. Dann wurden Gel und Membran zwischen zwei Filterpapieren
eingespannt und ein Strom von 180 mA und maximal 14 V angelegt. Nach 2 h wurden die
unspezifischen Antikdrperbindungsstellen mit Blocking Puffer 1 h blockiert und der primare
Antikorper Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Dann wurde die Membran dreimal mit 0,1 %
Tween/PBS oder 0,1 % NP-40/PBS gewaschen und mit dem sekundaren Antikérper 1 h bei
RT inkubiert. Am Ende wurde die Membran wieder dreimal mit 0,1 % Tween/PBS oder 0,1 %
NP 40/PBS gewaschen und die Membran am Imaging System Odyssey Fc entwickelt. Je nach
Eigenschaften des primaren Antikdrpers wurden sekundare Antikorper gewahlt, welche mit
680RD, 800CW oder HRP markiert waren. Das Infrarot-Signal von 680RD oder 800CW konnte
direkt gemessen werden. Im Gegensatz dazu wurden das Signal der HRP-Antikérper mittels

ECL-Reagenz entwickelt.

2.2.6. Quantitative Analyse von Lipiden (Lipidomics)
Die Analyse der zellularen Lipide wurde im Labor von Prof. Britta Brligger nach ihrem
publizierten Protokoll in Ozbalci C. et al. (2013) vorgenommen'*®. Fiir diese Analyse wurde

das Gewebe des zerebralen Kortex von vier Mausen pro Genotyp analysiert.

2.2.7. Complexome-Profiling des zerebralen Kortex
Das Complexome des zerebralen Kortex von p35 Tieren wurde im Labor von Prof. Ulrich
Brandt nach den publizierten Protokollen in Van Damme, T. et al. (2017) und in Heide H. und

Bleier L. et al. (2012) vorgenommen®'*¢. Es wurden zwei Tiere pro Genotyp analysiert.

2.2.8. Analyse der N-Glykane durch Massen-Spektrometrie

Die N-Glykane des frontalen Kortex und der Haut wurden durch Dr. Willy Morelle von der
Universitat Lille gemessen. Dafur wurden die Proteine und Glykoproteine reduziert und
carboxyamidomethyliert, gefolgt von einem sequentiellen Verdau mit Trypsin/ Peptid
N-Glycosidase F und einer Aufreinigung mittels Sep-Pak Saule. Die Permethylierung der
gefriergetrockneten Glykane und MALDI-TOF-MS wurden wie unter W. Morelle und JC.
Michalski (2007) beschrieben durchgefiihrt™’.
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2.2.9. Erzeugung und Kultivierung von e13,5 Mefs

Zur Erzeugung von e13,5 Mouse embryonic fibroblasts (Mefs) wurden Embryonen aus dem
Uterus entnommen, der Kopf und die Organe entfernt und in PBS zerkleinert. AnschlieRend
wurde der Embryo fur 10 min bei 37 °C in Trypsin inkubiert, die herausgeldsten Zellen gemischt
und mittels 0,45 um FACS-Filter vereinzelt. Die Zellen wurden in einem Medium aus DMEM
mit 10 % FCS, 1 % Ultra-Glutamin und 1 % Penicillin-Streptomycin kultiviert.

2.2.10. Immunfluoreszenzfarbung von Zellen
Hier fUr erfolgte die Kultivierung der Zellen auf Glasplattchen. Zur Fixierung wurden die Zellen
10 min mit 4 % PFA inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen 20 min mit 0,1 % Saponin in
3 % BSA bei RT permeabilisiert und geblockt. Die primaren Antikbrper wurden in 3 % BSA
verdunnt und Uber Nacht bei 4 °C mit den Zellen inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der
Zellen mit PBS wurden die sekundaren Antikorper in 3 % BSA verdiinnt und mit den Zellen far
1 h inkubiert. Die Zellkerne wurde mit 1 pug/ml DAPI in PBS fir 10 Minuten geféarbt, im
Anschluss noch dreimal mit PBS gewaschen. Die Glasplattchen wurden mit Fluoromount G
eingebettet.

Fur die Farbung mit Filipin wurde das Protokoll wie oben verwendet, aber anstatt DAPI
0,5 mg/ml Filipin in PBS auf die Zellen gegeben und 2 h bei RT inkubiert.

2.2.11. Brefeldin A (BFA)-Test zur Untersuchung des retrograden Transports

Es wurden 2*10° Zellen in einer Zellkulturplatte mit 6 Vertiefungen auf Glasplattchen ausgesét.
Am nachsten Tag wurden die Zellen mit 5 yg/mL BFA bei RT behandelt. Es folgte eine
Fixierung der Zellen mit 4 % PFA. Im nachsten Schritt wurden wie unter Punkt 2.2.10.
beschrieben der Golgi-Apparat Uber den Marker Gigantin gefarbt und pro Kondition
mindestens 100 Zellen mit dem Mikroskop aufgenommen. Zur Auswertung wurde der

Golgi-Apparat der Zellen in kollabiert und nicht kollabiert eingeteilt.

2.2.12. Metabolische Markierung mit ManNAz

Es wurden 10° Zellen pro Vertiefung einer 96 Vertiefungsplatte ausgesat. Am nachsten Tag
wurden die Zellen fir 6 h bei 37 °C mit 50 yM ManNAz inkubiert. AnschlieRend zweimal mit
PBS gewaschen und mit 4 % PFA fir 15 min fixiert. Die Vertiefungen wurden mit PBS
gewaschen, die Zellen 15 min mit 0,5 % Triton X permeabilisiert und erneut zweimal mit PBS
gewaschen. Es folgte die ,Klick-Reaktion“ nach dem Mix in Tabelle 19. Die Zellen wurden
einmal mit PBS gewaschen. Dann wurden die Zellkerne mit 1 ug/ml DAPI fir 10 min gefarbt.
Zum Abschluss wurden die Vertiefungen dreimal mit PBS gewaschen und mit dem

Hochdurchsatz-Mikroskop funf Bilder von jeder Vertiefung aufgenommen.
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Tabelle 19: Reaktionsmix fur die Klick-Reaktion

Reagenz ¢ [mM]
KoHPO4 100
Natriumascorbat 2,5
CuS04% - H.0 0,15
BTTAA 0,3
AzidoFluor 488 0,01

Als Kontrollen wurden vor der Durchfuhrung Wildtyp-Mefs jeweils mit 1 yM BFA, 50 uM CQ,
200 mM Baf, 2 uM TNCM und 25 mM NH.CI Gber Nacht inkubiert. Diese Konzentrationen

wurden wahrend der ManNAz-Inkubation aufrechterhalten.

2.2.13. Analyse des pH-Werts im Golgi-Apparat

2.2.13.1. Vorbereitung der Zellen und Messung

Die Zellen wurden teil-konfluent auf einer Zellkulturschale fir Lebend-Zell-Mikroskopie
ausgesat. Am nachsten Tag erfolgte ein Puls mit 1 ug/mL Cholera Toxin B-FITC (CTB-FITC)
fir 120 min. Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und erneut 90 min bei 37 °C mit
DMEM inkubiert, damit alles aufgenommene CTB-FITC im Golgi-Apparat lokalisiert. Final
wurden 15-20 Zellen pro Kondition in PBS mittels Lebend-Zell-Mikroskop bei 480 nm fiir die
Intensitat und bei 430 nm fir die Referenz aufgenommen. Die FITC-Intensitat des
Golgi-Apparats wurde Uber das Programm ImageJ ermittelt. Als Kontrolle wurden Wildtyp-
Zellen nach der Aussaat mit 50 yM CQ, 200 mM Baf, und 25 mM NH4CI tGber Nacht inkubiert.
Diese Konzentration wurde wahrend des Tests aufrechterhalten.

2.2.13.2. Erstellung einer Kalibriergeraden

Wildtyp-Zellen wurden wie unter Punkt 2.2.13.1. beschrieben mit CTB-FITC vorbereitet und
anschliefend der pH-Wert des Golgi-Apparats mit ,,Clamping Puffer (150 mM KCI, 5 mM
NaCl, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 20 mM HEPES, 50 yuM Monensin and 50 uM Nigericin)
eingestellt. Fur die Kalibriergerade wurden verschiedene Konditionen des Clamping Puffer von
pH 5 bis 7,5 in pH 0,5 Schritten erstellt und die Zellen jeweils 45 min bei RT inkubiert. Die

Messung erfolgte ebenfalls in Clamping Puffer.

2.2.14. Die Analyse des Proteoms und Sekretoms von Mefs

2.2.14.1. Probenvorbereitung

Es wurden 1*10° Zellen von Mefs in 10 cm Schalen konfluent ausgesat. Am nachsten Tag
wurden die Serumbestandteile durch zweimal Waschen mit HBSS und einmal Waschen mit
Medium ohne fetales Kalber-Serum entfernt. Die sekretierten Proteine wurden 24 h in 6 mL
Medium ohne fetales Kélber-Serum und ohne Phenolrot gesammelt und nach Punkt 2.2.14.2.

gefallt. Fir die Analyse des Proteoms wurden die Zellen in einem Lysis-Puffer aus 3 M
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Guanidiniumchlorid/ 5 mM Tris(2 carboxyethyl)phosphin, 20 mM Chloroacetamide und 50 mM
Tris(hydroxymethyl)aminomethan pH 8,5 aufgenommen und 10 min bei 96 °C inkubiert.

2.2.14.2. Fallung sekretorischer Proteine

Das Medium mit den sekretorischen Proteinen wurde in ein low protein binding Gefal}

uberfuhrt und 10 min bei 2000 x g bei 4 °C zentrifugiert. Davon wurden 5,5 mL Medium in ein

neues Gefal uberfihrt und die Proteine 2 h durch die Zugabe von 750 uyL 100 %

Trichloressigsaure gefallt (finale Konzentration 12 %). Die Proteine wurden bei 3500 x g fur

10 min bei 4 °C prazipitiert und der Uberstand entfernt. Das Pellet wurde mit 2 mL

Tetrahydrofuran gewaschen und in Lysis-Puffer (Punkt 2.2.14.1.) aufgenommen.

2.2.14.3. Markierungsfreie massenspektrometrische Quantifizierung (Label-free
Quantification, FLQ)

Die Messung erfolgte in der Mass Spectrometry Facility vom Max-Planck-Institut fir

molekulare Genetik von Dr. David Meierhofer, nach dem publiziertem Protokoll™®. Die

Rohdaten wurden mit der MaxQuant Software (v1.6.0.1) ausgewertet'*°.

2.2.14.4. Erstellung der Vulkan-Plots

Aus den LFQ-Intensitaten wurden mit dem Programm Perseus die Nullwerte entfernt und aus
den Triplikaten der drei primaren Zellkulturen der negative dekadische Logarithmus des
p-Werts mittels t-Test, sowie der log2-Wert berechnet. Anschliefend wurden mit Graphpad
Prism 8 die log2-Werte gegen den negativen dekadischen Logarithmus des p-Werts
aufgetragen.

2.2.15. Messung der Spermien-Motilitat und -Konzentration

Die Spermien wurden frisch aus der Cauda Epididymis isoliert und fiir 5 min in Human Tubal
Fluid-Medium inkubiert. Anschliellend wurden die Spermien 1:50 verdinnt und die Spermien-
Motilitat und -Konzentration mittels IVOS Spermien-Analysegerat gemessen. Die Spermien
wurden 30 s lang beobachtet und die Bilder mit einer Frequenz von 60 Hz aufgenommen. Der

Cutoff der beweglichen Spermien betrug 30 um/s fir die lineare Geschwindigkeit.

2.2.16. Statistische Analyse

Far alle Experimente wurde die zweifache Analyse der Varianz (ANOVA) mit GraphPad
Prism 8 durchgefihrt. Dabei wurden mindestens drei Tiere pro Genotyp oder drei primare
Zelllinien untersucht. Fur die ultrastrukturellen Aufnahmen wurde jeweils ein Tier pro Genotyp
untersucht und die Ergebnisse Uber Immunoblotting, histologisch oder mit Immunfarbungen
validiert.

Fir multiples Testen der Proteome-Daten wurde eine Korrektur nach Dunn-Sidak

vorgenommen.
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3. Ergebnisse

3.1. Verminderung von Gewichtszunahme und Langenwachstum bei

beiden Atp6v0a2-defizienten Mausmodellen

Drei Tage nach der Geburt war erkennbar, dass die homozygoten Atp6v0a2-Mause kleiner
und leichter waren als ihre Wildtyp- und heterozygoten Wurfgeschwister (Abbildung 17). Diese
Beobachtung traf auf beide Geschlechter zu. Im Mittel lag der Gewichtsunterschied bei 20 %
und blieb bis zum Ende der Versuchsaufzeichnung bestehen. Wie ihre Wildtyp- und
heterozygoten Geschwister nahm das Gewicht der Atp6v0a2” und Atp6v0a2f¥"-Mazuse

linear bis d50 zu, flachte anschlieRend bis zum Ende der Versuchsaufzeichnung ab.
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Abbildung 17: (A) Entwicklung des Korpergewichtes der Atp6v0a2’(--)- und Atp6v0a2R¥RQ
(RQ/RQ)-Mause im Vergleich zu ihren Wildtyp (+/+)- und heterozygoten (+/-; +/RQ)
Wurfgeschwistertieren bis d108. (B) P35 Atp6v0a2’”- und Atp6v0a2f¥RTiere mit Wildtyp-
Geschwistertieren (Daten und Abbildung des Atp6v0a2’-Mausmodells wurden von Denise Jahn zur
Verfligung gestellt®3).
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3.2. Neuronale Veranderungen Atp6v0a2-Mausmodelle

3.2.1. Vermehrte Krampfanfille mit stiarkerer Auspragung bei Atp6v0a2R@RA.
Mausen

Krampfanfalle entstehen durch eine unkontrollierte Verbreitung neuronaler Aktivitat im Gehirn.
Daran beteiligt sind einerseits Veranderungen der Funktion der Neuronen hinsichtlich Aktivitat
und Erregbarkeit, andererseits aber auch Veranderungen ihrer Verknipfung. Vergleichbar mit
ARCL2A-Patienten setzten bei den homozygoten Atp6v0a2”- und Atp6v0a2t¥*-Mausen im
Erwachsenenalter (friihestens 30 Wochen) Krampfanfalle ein. Diese Krampfanfalle wurden bei
21,4 % der Atp6v0a2”-Méuse und bei 50,0 % der Atp6v0a2??¥R°-Mause beobachtet (Tabelle
20).

Tabelle 20: Grad der Krampfanfalle der homozygoten Afp6v0a2-Mausmodelle. Ein Funktionsverlust von
Atp6v0a2 kann zu Krampfanfallen bei Mausen fihren. Die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten von

Krampfanfallen ist bei dem Atp6v0a2R@Re-Mausmodell héher als bei den Atp6v0a2’-Mausen. In dieser
Tabelle sind alle Mause zusammengefasst, welche ein Alter von 30 Wochen (berschritten hatten.

Genotyp -/- RQ/RQ
Tiere mit Krampfanfallen 6 8
Gesamtanzahl 28 16
[%] 214 50,0

3.2.2. Veranderte Schichtung von Neuronen im frontalen Kortex

Die pflastersteinartig angeordneten Neuronenschichten im frontalen Kortex der ARCL2A-
Patienten lassen auf eine Stérung der Gehirnentwicklung schlieBen. Deshalb wurden
histologische Untersuchung des Gehirns vorgenommen und Serienschnitte von p35
Mausgehirnen mittels Kresylviolett gefarbt (Abbildung 18A). Innerhalb dieser Sagittalschnitte
waren eingewanderte pyramidale Neuronen in die erste Schicht des prafrontalen Kortex der
Atp6v0a2”- und Atp6v0a2i?R-Gehirne erkennbar. Punktuell war diese Ubermigration der
pyramidalen Neuronen verstarkt und fUhrte zur Bildung neuronaler Anhaufungen. Die
neuronale Ubermigration war bei den Atp6v0a2”-Mausen allerdings weniger stark ausgepragt
als in den Atp6v0a2f¥"-Mazusen und erst in lateraleren Schnittebenen erkennbar. Auffallig
war in beiden Mausmodellen, dass in bestimmten Bereichen Neuronen fehlten. Dies sprach
zusatzlich fur eine veranderte Schichtung der Neuronen. Zur Quantifizierung der
Ubermigration wurden die Neuronen innerhalb der ersten Schicht des prafrontalen Kortex von
vier vergleichbaren Schnittebenen 150 ym (medial), 300 ym, 450 ym und 600 um (lateral)
ausgehend von der medialen Begrenzung der Gehirnhemispahren gezahit. (Abbildung 18B).
Diese Quantifizierung der Neuronen in der ersten Schicht im prafrontalen Kortex ergab im
Mittel 3144 Neuronen im Atp6v0a2”- und 4360 Neuronen im Atp6v0a2f¥"e%-Mausmodell. Bei
den Kontroll-Geschwistertieren betrug die Anzahl der Neuronen hingegen 2265 und war damit

signifikant unterschiedlich zum Atp6v0a2Rf¥*-Mausmodell.
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Abbildung 18: (A) Ubermigration von Neuronen im prafrontalen Kortex der Atp6vOa2’- und
Atp6v0a2R¥RA-Mause. Dargestellt sind reprasentative Bilder Kresylviolett gefarbter Gehirnschnitte von
p35 Mausen (n=3). Die schwarzen Pfeile markieren Anhaufungen {bermigrierter Neuronen.
Mafstab =1 mm. (B) Quantifizierung der Neuronen innerhalb der ersten Schicht des prafrontalen
Kortex von A. Die Werte entsprechen der Summe der Neuronen von vier Gewebeschnitten aus
vergleichbaren Ebenen. P *< 0,05; ****< 0,0001.

3.2.3. Die neuronale Ubermigration beginnt im Embryonalstadium 13,5 (e13,5)

Typischerweise beginnt bei Mausmodellen mit Gyrierungsstérungen die neuronale
Ubermigration nach e12, weil zu diesem Zeitpunkt die radiale Migration der Neuronen aus den
tieferen Schichten in die héheren Schichten stattfindet'. Im folgenden Experiment wurden
serielle Gehirnschnitte von 13,5 Embryonen mittels Kresylviolett gefarbt (Abbildung 19A). Bei
3 von 5 untersuchten Atp6v0a2”-Tieren und bei von 5 von 5 Atp6v0a2f¥"°-Tieren konnte eine
ektopische neuronale Ubermigration detektierten werden. Dabei traten diese neuronalen
Ansammlungen bei den Atp6v0a2f¥R-Embryonen haufiger auf und waren ausgedehnter. In
den 5 untersuchten Wildtyp-Embryonen konnte keine neuronale Ubermigration nachgewiesen

werden.
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3.2.4. Eine verringerte O-Glykosylierung von a-Dag1 fiihrt zu einer
Unterbrechung der Piabasalmembran

Bei Patienten mit Gyrierungsstérungen fiihrt eine gestdrte Entwicklung der Piabasalmembran,
abhangig von der Grofe der Licken in der Basallamina, zur Bildung zu pflastersteinartig
angeordneten Neuronen im Frontallappen. Weil dieses Merkmal mit dem Phanotyp der hier
untersuchten Mausmodelle tibereinstimmt, wurde der Hauptbestandteil der Piabasalmembran,
das Laminin (Lam, rot) mittels Immunfluoreszenz in €13,5 Gehirnen gefarbt (Abbildung 19B).
Das Laminin ist deutlich um den Neokortex herum als duf3ere rote Schicht um die blauen
gefarbten Zellkerne herum erkennbar und stellte die Basallamina dar. AuRRerdem sind
BlutgefalRe, welche ebenfalls Laminin enthalten, innerhalb des Neokortex erkennbar.
Besonders auffallig waren Liicken in der Basalmembran der Atp6v0a2”- und in den
Atp6v0a2i¥R-Embryonen, welche immer in den Bereichen der ektoptischen neuronalen
Anhaufungen erkennbar waren. GréRRere Defekte in der Basallamina beeinflussten auch die

Struktur des lateralen Ventrikels des Neokortex.
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Abbildung 19: Eine gestorte Bildung der Piabasalmembran als mogliche Ursache ektopischer
neuronaler Anhaufungen im zerebralen Kortex. (A) Kresylviolett gefarbte Gehirnschnitte von 13,5
Embryonen. Die schwarzen Pfeile zeigen Uibermigrierte neuronale Anhaufungen. MaRstab = 50 ym. (B)
Neokortex von e13,5 Embryonen. Gefarbt wurde Laminin (rot) und Zellkerne (blau). Deutlich erkennbar
sind die Liicken in der Basallamina, welche durch die weile Box markiert und unterhalb vergréRert
dargestellt sind. Mal3stab = 200 pm.
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Bisher wurden in der Literatur zwei grundlegen Pathomechanismen fir eine fehlerhafte
Bildung der Basallamina innerhalb der Piabasalmembran beschrieben. Sehr wichtig fur die
Verbindung der extrazellularen Matrix mit der Basallamina ist die O-Glykosylierung des
Rezeptors a-Dag1, da das Glyko-Epitop IIH6 die Verbindung zum Laminin herstellt. Zusatzlich
sprach fur die Testung eines O-Glykosylierungsdefekt der Mausmodelle der Nachweis einer
fehlerhaften O-Glykosylierung von Apolipoprotein ClII in Blutseren der ARCL2A-Patienten.
Daher wurde die Glykosylierung von o-Dag1 von e13,5 Embryonen (Abbildung 20A, B)
uberprift. Sollte die Glykosylierung von a-Dag1 verringert sein, wird eine Verringerung des
Molekulargewichtes im Immunoblot erwartet. Allerdings war weder in Gewebehomogenaten
ganzer Embryonen, noch aus e13,5 Kopfen eine Verringerung des Molekulargewichts
detektierbar. Erklarbar ist dieses Ergebnis, da sich ein Defekt in Atp6v0aZ2 nicht primar auf die
O-Glykosylierung auswirkt. Somit kdnnten nur wenige Zelltypen betroffen sein, wodurch ein
spezifischer Nachweis erforderlich wurde.

Mefs eignen sich bedingt als Modell fir die Gehirnentwicklung, produzieren dennoch
eine groBe Menge extrazellularer Matrix. Aus diesem Grund wurde ebenfalls die
Glykosylierung von a-Dag1 getestet (Abbildung 20C). Im Immunoblot war eine Verringerung
des Molekulargewichts des Kernproteins von a-Dag1 bei jeweils einer primaren Zellkultur der
homozygoten Atp6v0a2”- und Atp6v0a2f¥"-Mefs erkennbar. Zusatzlich wurde eine
Verringerung des |IH6-Signals von den gleichen homozygoten Atp6v0Oa2-Mefs beobachtet.
Somit zeigte jeweils eine primare Zellkultur einen O-Glykosylierungsdefekt. Die anderen vier
Zellkulturen waren wahrscheinlich in der Lage, diesen Defekt durch die hohe Konzentration

von Zucker im Zellkulturmedium zu kompensieren.
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Abbildung 20: Immunoblot des WGA-angereicherten Gewebehomogenats von e13,5 Embryokdpfen (A),
kompletten Embryos (B) und Homogenaten von Mefs (C). In A und B sind keine Unterschiede des
Molekulargewichts von o-Dag1 erkennbar. C) In einer primaren homozygoten Atp6v0a2’- und
Atp6v0a2RYRA-Zellkultur war eine Verschiebung des Molekulargewichts des Kernproteins a-Dag1 und
eine Verringerung der Intensitat der 1IH6-Glykosylierung erkennbar (*). Als Ladekontrolle wurde fir alle
Analysen das Protein f-Dag1 verwendet.

Einen spezifischen Nachweis konnte eine Immunfarbung das Glyko-Epitop [IH6 (rot) von
o-Dag1 in e13,5 Kopfen liefern, da auf diese Weise direkt die O-Glykosylierung der
Basallamina untersucht werden konnte. Als Farbekontrolle wurde B-Dystroglykan (B-Dag1,
grun) verwendet, welches Uber die gleiche mRNA wie a-Dag1 translatiert wird. Das Signal von
a-Dag1 und pB-Dag1 kolokalisierte innerhalb der Basallamina, sowohl in den Atp6v0a2”- und
Atp6v0a2i¥R-Mausmodellen. In den Bereichen der ektopischen neuronalen Anh&ufungen
war kein Signal erkennbar. Deshalb wurden die Fluoreszenz-Intensitaten in unbeeintrachtigten
Bereichen der Basalmembran von a-Dag1 und B-Dag1 bestimmt (Abbildung 21). Dies ergab
fur die Kontrollembryos im Mittel ein Verhaltnis von 1,45; fiir die Atp6v0a2”-Embryos 1,29 und
fir die Atp6v0a2Rt¥R-Mause den niedrigsten Wert von 1,13. Daraus lasst sich eine globale
Verringerung der O-Glykosylierung von a-Dag1 schlieRen. Zusétzlich zeigte die heterogene

Veranderung des a-Dag1 Glykosylierungsstatus in Mefs, dass es in individuellen lokalen
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Zellpopulationen zu einem weitgehenden Zusammenbruch der O-Glykosylierung kommen

kann, was dann vermutlich in einem umschriebenen Defekt der Piabasallamina resultiert.
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Abbildung 21: Verringerung der O-Glykosylierung I[IH6 von a-Dag1 der Piabasalmembran.
(A) Immunfarbung von IIH6 (rot), B-Dag1 (griin) und Zellkerne (blau) der Piabasalmembran von e13,5
Embryokopfen. Die weilken Boxen zeigen reprasentative Bereiche fiir die Analyse der Fluoreszenz-
Intensitaten fir B und C. Mafistab = 20 um. (B) Exemplarische Messung der Intensitat von IIH6 und
B-Dag1 der weillen Boxen aus A. Die schwarz gestrichelte Linie zeigt das Verhaltnis der Intensitat von
[IH6 und B-Dagil. (C) Intensitats-Verhaltnis von IIH6 und B-Dag1 fir n=5 Tiere pro Genotyp.
P ***< 0,001; ****< 0,0001.

Ein anderer beschriebener Pathomechanismus flr die Fehlbildung der Piabasalmembran in
Mausmodellen beruht auf einem Defekt des Rezeptors Gpr56, der N-glykosyliert ist, oder
dessen Liganden Kollagen Typ 3 (Col3a). Von beiden Proteinen konnten keine veranderten
Proteinlevel in adulten Mausen (Abbildung 22) und e13,5 Embryok&pfen (Daten von Johannes

Kopp) detektiert werden, wodurch dieser Defekt ausgeschlossen wurde.
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Abbildung 22: Immunoblot von Col3a und Gpr56 aus Gehirnhomogenat von p35 Mausen.

3.2.5. Ubermigrierte Neuronen sind Ctip2* und Verinderung der neuronalen
Schichtung

Die Basallamina stellt ein Sortierungssignal im zerebralen Kortex dar, da die Neuronen Uber
die Radiarfaserglia migrieren, welche sich Uber ihre EndfiRchen an der Basalmembran Gber
die Glia limitans befestigen. Deshalb wurden die e13,5 Gehirne mittels der Marker Citp2 fur
kortikale Neuronen und Tbr2 fur subventrikuldre Neuronen gefarbt (Abbildung 23). In
Wildtyp-Gehirnen waren innerhalb der marginalen Zone nur Zellkerne ohne Farbung
erkennbar, wobei es sich um Astrozyten handelt. Darunter befanden sich griin gefarbte
Ctip2*-Neuronen, welche die kortikale Platte des zerebralen Kortex darstellen. AnschlieRend
folgte ein schmaler Streifen nur blau gefarbter Zellkerne (DAPI). In der nachsten Schicht
befanden sich, dicht gepackt, viele Tbr2*-Neuronen (rot), welche sich zum Ventrikel
ausdunnen. Dies stellte die subventrikulare Zone dar. Die Ubermigrierten Neuronen der
homozygoten Atp6v0a2”- und Atp6v0a2t¥R-Mause befanden sich in der marginalen Zone
und waren Ctip2*. Aulerdem migrierten innerhalb der neuronalen Ansammlungen
Tbr2*-Neurone in die kortikale Platte. Weil aus der kortikalen Platte wahrend der
Gehirnentwicklung die Schichten Il bis V des Isokortex entstehen, fuhrte dies zu einer

veranderten neuronalen Schichtung in den adulten Mausen.

[Tbr2/DAF

Abbildung 23: Ubermigration und Veranderung der neuronalen Schichtung im Neokortex (e13,5
Gehirne). Es wurden die Marker Ctip2 (griin) fiir kortikale Neuronen und Tbr2 (rot) fir subventrikulare
Neuronen gefarbt. Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gefarbt. Die (ibermigrierten Neuronen exprimieren
den Marker Ctip2 und stammen damit aus der kortikalen Platte. Auflerdem migrieren die
subventrikularen Neuronen in die obere Schicht. Mafstab = 100 um.
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3.2.6. Neurodegeneration und Hinweise auf eine neuronale Speicherkrankheit

Obwohl die Gyrierungsstérung bei ARCL2A angeboren ist, treten Krampfanfalle oft erst im
Verlauf auf. Dies ist ein Hinweis auf einen fortschreitenden pathologischen Prozess.
Krampfanfalle kobnnen ebenfalls die Folge einer Neurodegeneration sein, die oft durch die
sukzessive Anhaufung von Stoffwechselprodukten in Neuronen verursacht wird. Ein
Charakteristikum von Speichermaterial ist die Reaktion mit dem Perjodsaure-Schiff Reagenz
(PAS engl. periodic acid Schiff reaction). Diese Farbung zeigte innerhalb des neuronalen
Zytoplasmas magentafarbene Aggregate in dem Atp6v0a2”- und im Atp6v0a2R¥Re-
Mausmodell. In Abbildung 24 sind reprasentative Bilder dargestellt, in denen sich die
fehimigrierten Neuronen als besonders stark geschwollen darstellen. Die tiefer gelegenen

Neurone zeigten ebenfalls eine Anreicherung von Speichermaterial.

PAS-Reaktion

Abbildung 24: Nachweis von intrazellularem Speichermaterial. Perjodsdure-Schiff-Reaktion (PAS) in
p35 Gehirnschnitten. In den Atp6v0a2’- und Atp6v0a2R¥Re-Neuronen ist das Zytoplasma violett
gefarbt. In den Wildtyptieren sind nur die Zellkerne der Neuronen als hellblaue runde Bereiche
erkennbar. Die schwarzen Boxen markieren Bereiche, welche in der unteren Bildreihe (V) vergréRert
dargestellt sind. MaRstab = 100 ym.
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Eine Anreicherung von Speichermaterial deutet auf eine Fehlfunktion der Lysosomen hin,
weshalb diese mittels des lysosomalen Markers Lamp1 in Gehirnschnitten von p35 Mausen
gefarbt wurden (Abbildung 25). Innerhalb des préafrontalen Kortex der Atp6v0a2”- und
Atp6v0a2f¥RMause war eine Akkumulation der Lysosomen innerhalb des neuronalen
Koérpers erkennbar. Zusatzlich wirkten die Lysosomen aufgeschwollen. Da Atp6v0a2 im
Golgi-Apparat lokalisiert, wurde dieser mittels des Markers Gm130 untersucht. Die Zisternen
der Golgi-Apparate der homozygoten Atp6v0a2” und Atp6v0a2t?R%-Neuronen waren
ebenfalls angeschwollen und fragmentiert. Beides deutet auf Fehlfunktionen dieser

Zellorganellen hin.

Lamp1l

Gm130

Abbildung 25: Angeschwollene Lysosomen (Lamp1) und Golgi-Apparate (Gm130) innerhalb
pyramidaler Neuronen des Atp6v0a2’ und Atp6v0a2R¥Re:-Mausmodells. Fur diese Immunfarbung
wurden Mausgehirnschnitte von p35 Tieren verwendet. Ma3stab = 10 um.
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Die lysosomale Aktivitat wurde durch Immunoblotting des Enzyms Cathepsin D (CtsD)
untersucht (Abbildung 26). CtsD wird als Proform vom ER Uber den Golgi-Apparat zu den
Lysosomen transportiert und dort durch den niedrigen pH in die aktive Form gespalten. Im
Immunoblot waren drei verschiedene CtsD Banden erkennbar. Die 50 kDa Bande entspricht
der inaktiven Proform des Enzyms, die 40 kDa Bande einer intermediaren Form und die 28
kDa Bande der aktiven, reifen Form von CtsD. Sehr auffallig war ein erhdhtes Proteinlevel aller
CtsD-Formen innerhalb der Atp6v0a2Rf¥"°-Gehirne. Die Quantifizierung ergab eine
signifikante Erhéhung der Proform CtsD von 5,7 in den Atp6v0a2t¥R2-Gehirnhomogenaten,
wahrend die Proteinmenge der Atp6vOa2’”-Mause um 1,8 erhéht war. Dies war nicht
signifikant, weil nur die Probe einer Maus erhdhte Werte erreichte. Hingegen ergab die
Quantifizierung der aktiven CtsD-Form des Atp6v0a2”-Mausmodells eine Reduktion auf 0,9
(nicht signifikant) wahrend es bei den Atp6v0a2f¥f-Mausen um 1,3 signifikant erhdht war.
Dieses Ergebnis kann auf eine Erhéhung des lysosomalen pH-Wertes hindeuten, wodurch
CtsD nicht in die aktive Form gespalten wird, oder auf eine Blockierung des endosomalen
Transports, wodurch es beispielsweise in spaten Endosomen akkumulierte. Beide Effekte
wilrden dennoch zu einer Verringerung der lysosomalen Aktivitat fuhren, welche im

Atp6v0a2i¥R-Mausmodell starker beeintrachtigt war.
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Abbildung 26: Lysosmale Aktivitdt des Enzyms CtsD: (A) Immunoblot von CtsD in p35
Gehirnhomogenaten des prafrontalen Kortex. Zu erkennen sind die Proform (p), ein Intermediat (i) und
die aktive reife From (r) von CtsD. Als Ladekontrolle wurde Gapdh verwendet. (B) Quantifizierung der
CtsD Bandenintensitat von A. Dargestellt ist die relative Anderung der Pro- und reifen Form von CtsD.
P *< 0,05; **< 0,01.
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Neuropathologische Veranderungen im Gehirn fihren haufig zu reaktiven Astrozyten
(Astrogliose). Damit verbunden ist eine erhdhte Expression des sauren Gliafaserproteins
(Gfap von engl. Glial fibrillary acidic protein). Hierdurch eignete sich Gfap als sensitiver Marker
fiir den Nachweis einer Neurodegeneration. Im Atp6v0a2”- und im Atp6v0a2f¥"e-Mausmodell
zeigte sich ein verstarktes Gfap-Signal unterhalb der Piabasalmembran (Abbildung 27). Bei
genauerer Betrachtung waren viele reaktive Astrozyten unterhalb dieser Lamina erkennbar.
Die Expression von Gfap war in den Astrozyten des Atp6v0a2t¥R%-Mausmodells starker als
in den Atp6v0a2”-Mausen. Dies sprach fiir einen starkeren neurodegenerativen Verlauf.
Zusatzlich waren im prafrontalen Kortex Bereiche erkennbar, in denen deutlich weniger

Zellkerne vorhanden waren.

++

Gfap/DAPI

Abbildung 27: Neuropathologische Veranderung im préafrontalen Kortex. Immunfluoreszenz von Gfap
(grin) in p35 Gehirnschnitten. Zusatzlich wurden die Zellkerne (blau) gefarbt. Deutlich erkennbar sind
reaktive Astrozyten unter der Piabasalmembran (weilRe Pfeile) im Atp6v0a2’- und Atp6v0a2R¥RA-
Mausmodell. Zusatzlich sind in dem Atp6v0a2R¥Re-Mausmodell Bereiche ohne Zellkerne erkennbar.
MaRstab = 500 pm.
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3.2.7. Ultrastrukturelle Analyse des lysosomalen Speichermaterials

Zur Analyse der Ablagerungen in den Neuronen wurde die Ultrastruktur der Gehirne von Frau
Dr. Michaela Schweizer vom Zentrum fir Molekulare Neurobiologie des UKE in Hamburg
analysiert (Abbildung 28). Die elektronenmikroskopische Analyse offenbarte in den Gehirnen
der Atp6v0Oa2-Mausmodelle angeschwollene Neuronen mit vergréferten Dendriten, welche
multilamellare Kérperchen, autophagische Vakuolen, vergroRerte Axone mit Speichermaterial
(axonale Spheroide) und ein verandertes Zytoskelett aufwiesen. Dies waren alles Anzeichen
fur eine lysosomale Speicherkrankheit. Besonders auffallig waren die multilamellaren
Korperchen, welche auf eine Lipidspeicherung hinweisen und charakteristisch sind fur eine

t'%" oder des

Stérung des Cholesterin-Transport, wie in der Niemann-Pick Typ C-Krankhei
Abbaus von Gangliosiden in der Tay-Sachs-Krankheit'®2. Zusatzlich waren in den axonalen
Spheroiden deutliche Anhaufungen von amorphen Mitochondrien erkennbar. In den Neuronen
sahen die Mitochondrien hingegen eher angeschwollen aus. Weiterhin war in den
ultrastrukturellen Aufnahmen eine veranderte neuronale Schichtung mit zusatzlichen
ektopischen BlutgefalRen, nekrotische Neuronen und vermehrt myelinisierten Axonen

erkennbar.

+/+ -l- RQ/RQ

Abbildung 28: Elektronenmikroskopische Aufnahme des prafrontalen Kortex. (Oben) Fir diese
Aufnahmen wurde die erste Schicht des prafrontalen Kortex von p35 Mausen analysiert.
Mafstab = 5 um. (Unten) Reprasentative Aufnahmen sind vergroRert dargestellt: a) Aufgeschwollene
Dendriten, b) BlutgefalRe, c) myelisierte Axone, d) nekrotische Neuronen, e) axonale Spheroide,
f) Nukleus, g) autophagische Vakuolen und h) multilamellare Kérperchen. MaRstab = 50 ym.
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3.2.8. Akkumulation von Autophagosomen in Neuronen

Die ultrastrukturelle Analyse lieferte Hinweise auf eine Beeintrachtigung der Autophagie in den
Neuronen durch die autophagischen Vakuolen, multilamellaren Kérperchen und axonalen
Speriode. Deshalb wurden die autophagischen Vesikel mittels des Markers Microtubule-
associated protein 1A/1B-light chain 3 (LC3) in p35 Gehirnen analysiert. Dieses Ergebnis war
nicht eindeutig, weshalb die Gehirne von dlteren homozygoten Atp6v0a2t?R-Mausen (p252)
auf die gleiche Weise analysiert wurden (Abbildung 29). Entsprechend alte Gehirne des
Atp6v0a2”-Mausmodells standen beim Verfassen dieser Arbeit noch nicht zur Verfiigung. Die
bisherigen Ergebnisse lassen darauf schliefen, dass dieses Mausmodell einen ahnlichen
Phanotyp zeigt. In den Gehirnen der Wildtyp-Mause war im Zellkérper und den Axonen
kortikaler Neurone im prafrontalen Kortex eine verstarkte LC3-Immunfarbung erkennbar. Dies
weillt auf einen hohen autophagischen Flux hin. Trotz der hohen autophagosomalen Aktivitat
war eine Akkumulation von LC3-Vesikeln um den Nukleus der Atp6v0a2f?R°-Neuronen
erkennbar. Hingegen war das LC3-Signal in den Axonen nur leicht verstarkt. Dafir war
erkennbar. Dies die Axone ungeordnet verliefen. Ebenfalls sehr auffallig war der Bereich, der
Ubermigrierten Neuronen. In diesem Bereich waren die Neuronen sehr wahrscheinlich
abgestorben, weil diese schon in der PAS-Reaktion von p35 Tieren eine starkere
Akkumulation von Speichermaterial aufwiesen. Auch in tiefer gelegenen Schichten waren
Areale mit starkem LC3-Signal vorhanden, welche ebenfalls auf abgestorbene Neurone
hindeuten.

LC3

Abbildung 29: Akkumulation von Autophagosomen in Atp6v0a2f@R2-Neuronen. Immunhistochemische
Farbung des prafrontalen Kortex von p252 Mausgehirnen. In Atp6v0a2R¥Re-Neuronen ist eine
Anreicherung von LC3 im neuronalen Korper erkennbar (a). Zusatzlich sind Bereiche mit degeneriertem
Gewebe (b), ungeordnete Axone (c) und abgestorbene Neuronen (d) sichtbar. Maf3stab = 100 pum.
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3.2.9. Akkumulation von Sphingolipiden im prafrontalen Kortex

Das Ergebnis der elektronenmikroskopischen  Analyse  deutete auf eine
Lipid-Speicherkrankheit, wie die Tay-Sachs- oder Niemann-Pick-Krankheit hin. Daher wurde
das Lipidom des prafrontalen Kortex von Frau Dr. Brigger von der Universitat Heidelberg
untersucht (Abbildung 30). Das Ergebnis offenbarte eine Erhéhung von Ceramiden und
Sphingomyelin im Atp6v0a2”-Mausmodell, sowie einer Erhéhung von Sphingomyelin im
Atp6v0a2f¥ReMausmodell. Ceramide und Sphingomyelin gehéren zur Gruppe der
Sphingolipide. Auffallig war auch eine Erhéhung von Phosphatidylcholin, welches beim Abbau
von Sphingomyelin zu Ceramiden und Phosphatidylcholin entsteht. Zusatzlich war in dem
prafrontalen Kortex der Atp6v0a2”-Mause Palmitinsure (PA) erhoht. Dieses Lipid ist toxisch
in Astrozyten und steht im Zusammenhang mit beeintrachtigter Autophagie'®®. Weiterhin
waren Formen von Phosphatidylethanolamine (PE) und Phosphatidylserin (PS) dereguliert,
welche Bestandteile biologischer Membranen darstellen. Besonders die Erhohung von PE
sollte im Kontext eines Autophagie-Problems betrachtet werden, da LC3 mit diesem Lipid
modifiziert wird'**. Zusammenfassend deutete vor allem die Akkumulation von Sphingomyelin
auf eine Uberlappung mit der Niemann-Pick-Krankheit hin und sprach fiir eine Deregulation
der Lipid-Homdostase. Obwohl grundsatzlich das Atp6v0a2??f%-Mausmodell einen starkeren
neuronalen Phanotyp aufweist, scheint die Lipidspeicherung im Atp6v0a2”-Mausmodell etwas

starker zu sein.
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Abbildung 30: Lipidomics Analyse des Kortex von p35 Mausen. Erkennbar war eine Anreicherung von
Ceramiden, Sphingomyelin und weiteren Lipiden. Sphingolipide: Cer = Ceramide, SM = Sphingomyelin,
HexCer = Hexosylceramide, Hex2Cer =Dihexosylceramide; Speicherlipide: CE = Cholesterinester; TAG
= Triacylglycerole; Chol = Cholesterin; Glycerophospholipide: DAG = Diacylglycerin, LPC =
Lysophophatidylcholin, PA = Phosphatidsaure, PC= Phosphatidylcholin, PE =
Phosphatidylethanolamin, PG= Phosphatidylglycerin, Pl = Phosphatidylinositol, PS = Phosphatidylserin.
Modifikationen: O- = oxidiert, P- = Plasmalogen. P *< 0,05; **< 0,01; ***< 0,001; ****< 0,0001.
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3.2.10. Einfluss der Mutationen auf die Assemblierung der v-ATPase

Da sich der Gehirnphanotyp des Atp6v0a2”- und Atp6v0a2?¥R-Mausmodells sehr ahnlich
waren, ergab sich die Frage, ob die Atp6v0a2~9-Vo-Domaine woméglich einen Defekt der
Assemblierung der v-ATPase aufweisen und somit praktisch wie ein Verlust der
Atp6v0a2-Untereinheit im Atp6v0a2”-Mausmodell wirken kénnte. Um diese Fragestellung zu
beantworten wurden Complexome aus dem Kortex dieser Mausmodelle von der Arbeitsgruppe
von Dr. Ulrich Brandt vom Nijmegen Centre for Mitochondrial Disorders angefertigt (Abbildung
31). Fir ein Complexom wurde Gehirnhomogenat durch ein natives Gel aufgetrennt, sodass
die Proteinkomplexe erhalten werden. Dieses Gel wurde in 60 gleichmafRlige Streifen
geschnitten und von jedem Streifen das Proteom analysiert. Das heif3t, werden Proteine eines
Protein-Komplexes im gleichen Streifen detektiert, kann davon ausgegangen werden, dass
diese einen Komplex bilden, wodurch ihr Molekulargewicht hoher wurde als das der einzelnen
Untereinheiten. Mittels MALDI-TOF konnte nur die Atp6v0a1-Isoform identifiziert werden. Dies
bestatigte die Ergebnisse einer neueren Studie, in der die Isoformen Atp6v0a2 und Atp6v0a3
in nur sehr geringen Mengen im Gehirn exprimiert werden®’. Aus diesem Grund konnten nur
indirekte Aussagen zu Assemblierung der Atp6v0a2-v-ATPase getroffen werden.

Im Atp6v0a2”-Mausmodell assemblierten 22 % mehr v-ATPase-Komplexe als in den
Wildtyp-Geschwistertieren. Da Atp6v0a2 in diesem Mausmodell nicht exprimiert wurde®?, kann
davon ausgegangen werden, dass die Vo-Domaine nur aus Atp6v0a1 bestand. Dies deutet auf
einen kompensatorischen Effekt hin, wodurch der Verlust von Atp6v0a2 im Golgi-Apparat oder
den frihen Endosomen ausgeglichen wurde. Die Gesamtmenge der Vo-Domaine war
unverandert. Sehr auffallig war, dass weniger des Proteins Atp6ap2 in Vo und [V1Vo] integrierte.
Atp6ap2 wird pH-abhangig durch Furin im Trans-Golgi-Apparat gespalten''%. Uber diesen
Mechanismus ware eine pH-abhangige Rekrutierung der Atp6vOal-v-ATPase zum Trans-
Golgi-Apparat moglich, welche sonst mit gespaltener Atp6ap2-Einheit vorrangig in
synaptischen Vesikeln lokalisiert®’. Im Atp6v0a2f?RKortex wurde 16 % mehr assemblierte
v-ATPase und 16 % weniger Vo-Domaine detektiert als im Vergleich zum Wildtyp. Dies kénnte
bedeuten, dass die Vo-Domaine mit Atp6v0a2R® stiarker mit dem Rotor zur v-ATPase
assemblierte. Unterstlitzt wurde dies dadurch, dass sich 13 % weniger Atp6v0a1 in der
Vo-Domaine befand.

Zusammenfassend erfolgte also im Atp6v0a2”-Mausmodell eine verstarkte Bildung der
v-ATPase, welche nur Atp6vOal als a Untereinheit beinhaltete, wohingegen im
Atp6v0a2fYReUModell ebenfalls mehr v-ATPase assemblierte, welche dann die mutierte
Atp6v0a2®©-Isoform enthielt, welche keine Protonen transportieren konnte. Diese
Unterschiede stellen jedoch nur Tendenzen dar, da eine genaue Quantifizierung mittels

Complexome-Profiling nicht mdglich ist.
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Abbildung 31: Die Assemblierung der v-ATPase im Kortex des Mausgehirns. (A) Heatmaps der
identifizierten Untereinheiten der v-ATPase, aufgeteilt in Vo (oben) und V1 (unten) in einem nativen
Polyacrylamidgel (16 bis 4 %). Dargestellt wurden relative Haufigkeiten von 0 (schwarz) bis 1 (rot).
(B) Migrationsprofile der Vo- (schwarz) und Vi-Domaine (grau) aufgetragen gegen das Molekulargewicht
fir Membranproteine [VO] und I6sliche Proteine [V1]. (C) Relative Mengen der Vo-Domaine und der
assemblierten v-ATPase [V1V0]. Durch einen Verlust von Atp6v0a2 assembliert eine hdhere Menge an
v-ATPase. Hingegen fiihrt die RQ-Mutation von Atp6v0aZ2 zu einer Verringerung der Vo-Domaine und
zu einer erhéhten Assemblierung der v-ATPase. Atp6v0a2 war nicht identifizierbar und Atp6v0a3 wurde
nur in der Probe einer Maus identifiziert und integrierte nicht in den Komplex, weshalb es nicht in die
Analyse einbezogen wurde.
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3.2.11. Veranderung der Copl-Assemblierung im Kortex der Atp6v0a2-
Mausmodelle und ATP6V0A2 defizienten Patienten-Fibroblasten

Weiterhin wurden die Complexome-Daten aus dem prafrontalen Kortex hinsichtlich der
Veranderungen des retrograden Transports analysiert. Dabei war eine Verringerung der
Rekrutierung des Coatomers zur Membran auffallig (Abbildung 32). Allerdings wurden nur vier
von sieben Proteinen des Coatomers identifiziert. Deshalb wurden zusatzlich die
Complexome-Daten von ATP6V0AZ2 defizenten Fibroblasten auf die Assemblierung des
COPI-Komplexes analysiert (Anhang 1). Der Vergleich der Daten zeigte deutlich eine
verstarkte Assemblierung von COPI-Vesikeln (>800 kDa) in Fibroblasten gegeniber den
neuronalen Zellen des Kortex. Dies hangt moglicherweise mit der Funktion der Fibroblasten
zusammen. Diese sezernieren grof3e Mengen an extrazellularen Matrixproteinen, wodurch ein
hohes Mal an Recycling der Golgi-Enzyme und -Membranen erforderlich ist. Das Coatomer

besitzt ein Molekulargewicht von 160 kDa'®’

und wird als gesamter Komplex nach der
Aktivierung von Arfl (21 kDa) zur Membran rekrutiert'®. Trotz gewebespezifischer
Unterschiede konnte in beiden Datensatzen das Coatomer bei einem Molekulargewicht von
160 kDa (zytosolisch) identifiziert werden. Des Weiteren konnte ein Komplex identifiziert
werden, welcher membrangebunden ein Molekulargewicht von 200 kDa aufwies. Dies stellte
das Uber zwei Arf1 membrangebundene Coatomer dar. In den Complexome-Daten der
Atp6v0a2-Gehirne konnte dieser Komplex durch die Cop-Untereinheiten a, 1, f2, und ©
identifiziert werden. Im Verhaltnis zum zytosolischen Coatomer war dieser Komplex deutlich
verringert (Abbildung 32C). Dies sprach flr eine Verringerung der Aktivierung von Arf1 und
einer Reduktion des reterograden Transports in den Zellen des Kortex. Interessanterweise
schienen Arfgap1 und Copd einen Komplex zu bilden, welcher verstarkt im
Atp6v0a2i¥R-Modell auftrat. Die genauere Bedeutung misste weiter untersucht werden. In
den Daten der ARCL2A-Fibroblasten wurde ebenfalls eine Verringerung der Bildung von

COPI-Vesikel gegenuber den Kontrollzellen beobachtet.
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Abbildung 32: Verringerte Rekrutierung des Coatomers zur Membran im Copl-Transport. (A) Heatmaps
der identifizierten Untereinheiten des Coatomers, Arf1 und Arfgap1 in einem nativen Polyacrylamidgel
(16 bis 4 %). Dargestellt sind die relativen Haufigkeiten von 0 (schwarz) bis 1 (rot). (B) Migrationsprofile
des Coatomers (schwarz), Arf1 (rot) und Arfigap1 (blau) aufgetragen gegen das Molekulargewicht fiir
Membranproteine und zytosolische Proteine. (C) Relative Mengen des zytosolischen Coatomers bei
160 kDa und des Uber zwei Arf1 an der Membran gebundenen Coatomers bei 200 kDa.
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3.2.12. Der Funktionsverlust von Atp6v0a2 beeintrachtigt nicht die
N-Glykosylierung im adulten Mausgehirn

Zur Analyse der N-Glykosylierung wurde der prafrontale Kortex von p35 Tieren sowie e13,5
Gehirnen (Daten von Johannes Kopp) verwendet, da in diesem Bereich die neuronale
Ubermigration auftrat (Abbildung 33). Als Marker fir Glykosylierungsdefekte haben sich die
Proteine Tgn38 (Maushomolog von TGN46) und Lamp2 etabliert’. Das Protein Tgn38 ist
stark sialiert (N- und O-glykosyliert) und lokalisiert vorrangig im Trans-Golgi-Apparat'®. Im
Immunoblot war hinsichtlich Bandenintensitdt und Molekulargewicht kein Unterschied
zwischen homozygoten Tieren und Kontrollen erkennbar. Das Protein Lamp2 lokalisiert in
Lysosomen und ist in der Maus 17-fach N-glykosyliert und einmal O-glykosyliert''. In der
Analyse von Lamp2 war ebenfalls kein Unterschied erkennbar. Zusatzlich konnte die
Glykosylierung der sekretorischen Proteine Gpr56 und Col3a betrachtet werden (Abbildung
22). Das Protein Gpr56 ist siebenfach N-glykosyliert'®? und Col3a einfach O-glykosyliert'®. Es
war bei diesen Proteinen kein Unterschied im Immunoblot erkennbar. Weiterhin wurde die
N-Glykanierung mittels MALDI-TOF (Abbildung 34) und den Lektinen Sambucus Nigra (SNA),
Peanut Agglutinin (PNA) und Phaseolus Vulgaris Erythroagglutinin (E-Pha) analysiert
(Abbildung 33). Erneut war kein Unterschied messbar. Alle verfliigbaren Methoden fiihrten zu
dem Ergebnis, das kein N-Glykosylierungsdefekt im Mausgehirn bestand. Dennoch kann keine
Veranderung der N-Glykosylierung ausgeschlossen werden, da die Glykosylierung nur zu den
Entwicklungszeitpunkten €13,5 und p35 untersucht wurde. Auferdem kdénnte durch

sensitivere Methoden oder der Untersuchung anderer Proteine ein Defekt detektiert werden.
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Abbildung 33: Untersuchung der N-Glykosylierung in p35 Mausgehirnen durch Immunoblots von Tgn38,
Lamp2, den Lektinen SNA, PNA und E-Pha. Bei Tgn38 handelte es sich um ein Trans-Golgi-Protein
und bei Lamp2 um ein lysosomales Protein, welche hochglykosyliert sind. Lektine binden spezifisch an
Zuckerketten, wodurch diese gezielt im Immunoblot detektiert werden konnten. In keinem Immunoblot
ist ein Unterschied erkennbar. Dies spricht fur eine unveranderte Glykosylierung im prafrontalen Kortex
der adulten Mause.

59



Ergebnisse

marn
*
3 -3
e l%:i
-
27 3474
* *
io;
-
2] “
26 a7,

2

0025

38 o
iy
-
' o

P
=<
2023
-
w28 S

w. 4"“ Y
Y. oomvttm oow

»lV-“ o Yo :
) i ;
(casonki . v 15
e . tgageni *385wei
t QO“I. ‘Nm *0 <w
! > ogeed > [GEsend]

§‘§
a2 dem
oo 2V
’?
< -
2 M3 00
oY &
H
LAl 24
MIBZ 202 29423 D

, t 3 ; {s g
Lu”.‘«m = i 9_"0:«m —3 R =
i m ; Q_ i m ] .|_ H
H o 8 —if
vot-m ) -
i 8

i
i1

rean

¥
¥

°
s 3
- - =

?-«w 3 Somai .
ooma: . Sonal
ootuu oo.u.m m m
§S382C2R28RS29IRRRAREE"" .wnwum...mwuwx..,.pwf.“x.“é...c BURLIRRISSRIFRARREE DO
[%] yeysusyu| [%] yensuayu| [%]1BMsuaju|
o
+ a2 m
+ ]
14

60

m/z
Abbildung 34: N-Glykan-Spektren aus dem frontalem Kortex von p35 Mausen. Weder im Atp6v0a2”-

noch im Atp6v0a2R¥Re-Mausmodell ist ein Unterschied erkennbar.
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3.3. Reduktion der Dermis-Dicke und Verringerung des Elastin-Gehalts in

den Atp6v0a2-Mausmodellen

Eines der auffalligsten Merkmale der ARCL2A und WSS ist deren faltige Haut, welche vor
allem im Kindesalter stark ausgepragt ist'. In einer optischen Begutachtung der Atp6v0a2”-
und Atp6v0a2f¥RMause war keine faltige Haut erkennbar. Dessen ungeachtet wurden
Ubersichtsfarbungen angefertigt, da sich der Haut-Aufbau von Mensch und Maus grundlegend
unterscheidet.

In der Hamatoxylin-Eosin-Farbung wurde eine Verminderung der Dermis-Schicht unter
den Geschwistertieren beobachtet (Abbildung 35A). Da sich die Dicke der Haut und der

t'%* wurde die

Dermis als sehr variabel darstellte und unter anderem vom Haarzyklus abhang
Dermis-Dicke von weiblichen p35 Tiere Uber mehrere Wirfe analysiert (Abbildung 35B). Im
Mittel wurde fiir die Wildtyp-Tiere eine Dicke der Dermis von 220 um, von den Atp6v0a2”-
Tieren von 142 ym und von Atp6v0a2f¥"e%-Mausen eine Dermis-Dicke von ca. 140 um
gemessen. Keines der analysierten homozygoten Tiere wies eine Dicke Gber 200 um auf. Bei
genauerer Betrachtung der Ubersichtsfarbung, wirkte die Dermis der homozygoten Tiere
kompakter als die Dermis der Wildtyp-Mause, in der die lila-rosa gefarbten Fasern deutlicher

erkennbar waren.
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Abbildung 35: Reduktion der Dermis-Dicke. (A) Hamatoxylin-Eosin Farbung der Haut von p35 Tieren.
Die Abgrenzung der Dermis ist deutlich anhand der rosa gefarbten Fasern erkennbar. Mal3stab =
100 pm. (B) Quantifizierung der Dermis-Dicke von A. P *< 0,05.

Weiterhin ist die schlaffe Haut der ARCL2A-Patienten assoziiert mit einer Reduktion der
elastischen Fasern'. Deshalb wurden in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Ingrid HauRer-Siller von
der Universitat Heidelberg ultrastrukturelle Aufnahmen der Atp6v0a2”-Haut angefertigt
(Abbildung 36A) und zusatzlich die Reduktion der elastischen Fasern Uber einen Immunoblot
validiert (Abbildung 36B, C). Wahrend in den analysierten Wildtyp-Mausen die elastischen
Fasern in normaler Anzahl vorhanden waren, waren diese in der Atp6v0a2”-Maus nur
vereinzelt vorhanden. Dazu waren diese weniger elektronendicht. Dies lie3 auf einen
verringerten Elastin-Gehalt schlieRen. Dazu offenbarten sich groe extrazellulare Rdume. Ein
ahnliches Bild lieferte die Analyse der Atp6v0a2f9"e%-Maushaut. Es waren groRe leere
extrazellulare Raume erkennbar, in denen die wenigen Bundel elastischer Fasern leicht zu
identifizieren waren. Auflerdem waren in diesem Mausmodell die Kaliber (Dicke) der
kollagenen Fasern verringert und unregelmafRig, welches auf ein Problem in der
Assemblierung schlief3en lie®. Die Reduktion der elastischen Fasern aus der ultrastrukturellen
Analyse wurde durch Immunoblotting fir die Atp6v0a2”-Maushaut auf 63 %, sowie fir das
Atp6v0a2fYRMausmodell auf 42 % bestétigt.
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Abbildung 36: Veranderung der extrazellularen Matrix in der Haut. (A) Ultrastrukturelle Aufnahmen der
Haut von p35 Tieren. Oben) Ubersichtsaufnahmen, erkennbar sind groRe intrazellulare Raume (*) und
die Reduktion an elastischen Fasern. Die elastischen Fasern sind mit weien Pfeilen markiert. MaRstab
=1 um. Unten) Aufnahme der elastischen Fasern und kollagenen Fasern. In den homozygoten Mausen
sind die wenigen elastischen Fasern gut erkennbar. In der Atp6v0a2R¥RA-Haut sind die Kaliber der
kollagenen Fasern unregelmafig und verringert (gestrichelter Pfeil). MaRstab = 500 nm. (B) Immunoblot
von Elastin (Eln) aus der Haut von p35 Mausen. (C) Quantifizierung der Elastinmenge von B. P **< 0,01;

****< 0,0001.
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3.3.1. Starkere Glykanierung in der Haut und veranderte Sekretion von Dekorin
Sowohl die eventuelle Funktion von Atp6v0Oa2 im vesikularen Transport als auch ein
veranderter pH-Wert im Trans-Golgi-Apparat kénnen zu einer veranderten Sekretion flihren.
Als Modellprotein fir die Analyse der Sekretion in der Haut eignete sich Dekorin, weil es in die
extrazellulare Matrix sezerniert und aullerdem ein Proteoglykan darstellt, welches eine
Dermatansulfat-Kette (50 kDa) enthalt'®®. AuRerdem ist es stark N-glykosyliert, wodurch die
Analyse des Proteins auch Hinweise zu einer Stérung der Glykosylierung liefern kann. Mittels
Immunoblot wurden in Wildtyp-Mausen mehrere Banden detektiert (Abbildung 37A). Eine
Bande des Kernproteins bei 40 kDa, eine Bande mit 50 kDa und eine pragnante Bande von
ca. 60 bis 90 kDa, welche die am hochsten glykanierte Form darstellt. Diese Bande wurde bei
den Atp6v0a2”-Mausen mit einem hdheren Molekulargewicht von ca. 70 bis 100 kDa
detektiert. Oberhalb dieser Bande waren deutlich zwei weitere Banden bei ca. 110 und
125 kDa erkennbar. Diese hdheren Banden sind am plausibelsten durch verlangerte
Dermatansulfat-Ketten des Dekorins erklarlich. Beim Atp6v0a2t¥*-Mausmodell hingegen
erschien das Molekulargewicht des Dekorins gegenuber den Kontrolltieren unverandert,
allerdings war die Intensitat der glykanierten Banden geringer (Abbildung 37B). Da die
Intensitat des Kernproteins ebenfalls verringert war, deutete dieses auf eine verringerte
Translation oder den erhéhten Abbau von Dekorin hin, aufgrund der veranderten
Glykosylierung.  Hingegen  kénnte die  Ubermodifikaton des  Dekorins  im
Atp6v0a2”-Mausmodell auf eine langere Verweildauer im Golgi-Kompartiment hinweisen,
durch die die Glykosylierungsenzyme mehr Zeit haten, die Glykosaminoglykan-Ketten zu
verlangern. Zum besseren Verstandnis der Glykosylierung in der Atp6v0a2-Maushaut wurde
von beiden homozygoten Linien in Zusammenarbeit mit Dr. Francois Foulquier deren
N-Glykane analysiert (Abbildung 37C). Dabei wurden bei der Atp6v0a2”- und
Atp6v0a2f¥RMaushaut veranderte Spektren gemessen. Sehr auffallig waren eine erhohte
Spitze bei 3026 m/z mit folgender Reduktion der Intensitat des Spektrums ab 3026 m/z. Allein
bei der Atp6v0a2”-Maushaut war eine erhohte Basislinie des Spektrums von Beginn
erkennbar und eine erhohte Spitze bei 2244 m/z. Diese Daten sprechen fir eine schlechtere
Modifikation von N-Acetylglucosamin, Galaktose und Sialinsdure in der Haut des
Atp6v0a2”-Mausmodells. Hingegen wirkte die Veranderung des Spektrums der
Atp6v0a2fYR_Maushaut weniger stark. Es ware méglich, dass in diesem Mausmodell nur die
Addition der Sialinsaure reduziert war oder die hoher molekularen Glykosaminoglykan-

Strukturen verringert waren.
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Abbildung 37: (A) Immunoblot von Dekorin (Dcn) aus der Haut von p35 Mausen. Erkennbar ist eine
verstarkte Glykosylierung von Dcn im Atp6v0a2’-Mausmodell. Hingegen ist die Menge an Dcn in der
Atp6v0a2R¥RA-Haut reduziert. (B) Quantifizierung von A. P *< 0,05; ****< 0,0001. (C) N-Glykananalyse
der Maushaut. Von oben nach unten sind reprasentative N-Glykan-Spektren von drei Wildtyp, drei
Atp6v0a2”- und drei Atp6v0a2R¥RA-Mausen dargestellt. Auffallig sind Spitzen bei 2244 und 3026 m/z
(schwarze Pfeile). Die Spitze bei 2244 m/z war im Atp6v0a2R¥Re-Mausmodell nicht erhoht (*).
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3.3.2. Deregulierter TGF-f Signalweg

Eine Veranderung der extrazellularen Matrix und der Glykanierung von Dekorin in der
Maushaut kénnte den TGF-B Signalweg beeinflussen. Einfach zu untersuchen war dieser
Signalweg uber die nachgeschaltete Phosphorylierung von Smad2 (Abbildung 38). Im
Immunoblot gab das Verhéltnis von Phospho-Smad2 zu Gesamt-Smad2 zwischen dem
Wildtyp und dem Atp6vOa2”-Mausmodell keinen signifikanten Unterschied. Im
Atp6v0a2fYR-Mausmodell betrug dieses Verhéltnis allerdings nur 0,2. Dies sprach fiir eine
verringerte Aktivierung des TGF-$ Signalwegs. Auffallig war dabei, dass sich die Menge an
Gesamt-Smad2 deutlich zwischen den Mausmodellen unterschied. In der Haut der
Atp6v0a2”-Mause war eine Verringerung von Gesamt-Smad2 erkennbar, wohingegen das
Gesamt-Smad2 im Atp6v0a2®¥R2-Modell um die 2,8-fache Menge deutlich erhéht war. Die
Menge an Phospho-Smad2 war bei den Atp6v0a2”-Mausen auf die 0,8-fache Menge und bei
den Atp6v0a2i¥R-Mausen auf die 0,6-fache Menge reduziert. Diese Ergebnisse lieRen
vermuten, dass Uber die verstarkte Expression von Gesamt-Smad, die verringerte Akitvierung

des TGF-B Signalwegs kompensiert werden sollte.
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Abbildung 38: Deregulation des TGF-B Signalwegs in der Maushaut. (A) Immunoblot von
Phospho-Smad2 (pSmad) und Gesamt-Smad2 (tSmad2). (B) Quantifizierung von A. Im Atp6v0a2R¥Re.
Mausmodell ist eine deutliche Deregulation des TGF- Signalweges erkennbar. pSmad ist nicht
signifikant verandert. P **< 0,01; ****< 0,0001.
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3.4. Unfruchtbarkeit und Globozoospermie in den

Atp6v0a2-Mausmodellen

Uberraschenderweise entstanden bei Verpaarungen homozygoter méannlicher Atp6v0a2’-
und Atp6v0a2*¥"° Tiere mit Wildtyp-Weibchen keine Nachkommen (Tabelle 21). Dies fiihrte
zu dem Schluss, dass der Funktionsverlust von Afp6v0a2 die Fertilitdt von Spermien
beeintrachtigt. Die heterozygoten Tiere beider Mauslinien waren fertil. Die Kreuzung von
Atp6v0a2* - oder Atp6v0a2”"°-Tieren untereinander, ergab nicht das Mendelsche Verhaltnis
der F2-Generation, weil die Anzahl an homozygoten Tieren mit 18 % fir Atp6v0a2”-Tiere

beziehungsweise 15 % fir Atp6v0a2*¥"°-Tiere zu gering ausfiel.

Tabelle 21: Verpaarungen Afp6v0a2 heterozygoter und Atp6v0aZ2 defizienter Mause

Genotyp Genotyp Anzahl Dauer Nachkommen

Verpaarungen d
? P 9 ] Wiirfe Tiere  hom [%]

-/- +/+ 3 > 56 0 0 -
RQ/RQ +/+ 3 > 56 0 0 -
+/- +/- 14 > 28 85 564 18
+/RQ +/RQ 12 > 28 59 405 15

Zur Aufklarung dieser Infertilitdt wurden Hoden und Nebenhoden dieser Mauslinien analysiert.
Die GroRe der Atp6v0a2”- und Atp6v0a2®¥Re-Hoden war um ca. 10 % verringert (Abbildung
39). Dieser Unterschied lieR® sich wahrscheinlich mit der verminderten GrolRe der homozygoten

Alp6v0aZ2-Tiere erklaren.

+/+ -/- +/+ RQ/RQ

Abbildung 39: Aufnahmen der Hoden von p105 Mausen. Die Hoden-GroRe der homozygoten
Atp6v0a2-Tiere war um 10 % reduziert. Allerdings waren die homozygoten Afp6v0a2-Mause auch
kleiner als die Kontrolltiere. MaRRstab = 10 mm.
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Die Analyse der Hoden mittels Hamatoxylin-Eosin Farbung offenbarte in beiden Mauslinien
reife Spermien mit einem runden stark kondensierten Nukleus. Dieser Phanotyp entsprach
einer Globozoospermie (Abbildung 40). In gesunden Mausspermien ahnelt der Spermienkopf
einer Sichel, welche in den Wildtyp-Kontrollen erkennbar war. Die Spermienvorstufen und
Sertoli-Zellen waren in beiden homozygoten Mauslinien unauffallig. Der Phanotyp der
Globozoospermie war in den Nebenhoden der Atp6v0a2” und Atp6v0a2f¥Re-Mause
erkennbar. Die Morphologie der heterozygoten Spermien entsprach in beiden Mauslinien dem
Wildtyp (Ergebnisse nicht gezeigt).

Hoden

Nebenhoden

V Nebenhoden

Abbildung 40: Globozoospermie Atp6v0a2 defizienter Mause. (A) Hoden- und Nebenhoden-Schnitte
wurden mit Hamatoxylin-Eosin geféarbt. Erkennbar sind in den Hoden und Nebenhoden von
Atp6v0a2”- und Atp6v0a2R¥Re-Mausen die runden Kopfe der Spermien. (WeiRe Pfeile zeigen
Spermien mit einer Globozoospermie im Hoden.) In den Spermien der Wildtyp-Geschwistertiere ist die
fir Mausspermien typische Sichelform des Kopfes erkennbar (schwarzer Pfeil). Unten sind die
Spermien des Nebenhodens vergrofiert dargestellt. Mafistab =10 mm. (B) Phasenkontrastaufnahme
der Spermien aus der Cauda epididymis. Erneut ist in den Kontroll-Mausen die Sichelform der
Spermienkopfe erkennbar. Hingegen ist der Kopf aller Spermien der Atp6v0a2’- und
Atp6v0a2R¥RTiere rund. Malstab = 100 mm. Die Ergebnisse wurden aus dem Gewebe von p105
Mausen erzeugt.

Zur weiteren Untersuchung der Morphologie wurden die lebenden Spermien aus dem
Nebenhodenschwanz (lat. Cauda epididymidis) mittels Lichtmikroskopie im Phasenkontrast
untersucht (Abbildung 40B). Dabei war in den Wildtyp-Spermien deutlich die Sichelform des
Kopfes erkennbar und in den homozygoten Mannchen erneut die runden Kopfe der
Globozoospermie, deren KopfgroRRe jedoch variierte. In der Lange des Flagellums war kein
Unterschied erkennbar.
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3.4.1. Die Spermien sind immotil und deren Anzahl ist reduziert

Die Spermien-Motilitdt und deren Anzahl stellen wichtige Parameter fir die Fertilitdt dar. Zur
Untersuchung der Motilitdt wurden Spermien ebenfalls aus dem Nebenhodenschwanz
verwendet (Abbildung 41). Die Werte der Kontrolltiere von Wildtyp und heterozygoten Mausen
fur die Spermien-Moatilitat betrugen im Mittel 55 % fir motile, 20 % flr progressive und 25 %
fiir immotile Spermien. Bei den Atp6v0a2”’-Mausen waren die motilen Spermien auf 8 % und
die progressiven Spermien auf 2 % reduziert, wodurch sich die Anzahl der immotilen Spermien
auf 90 % erhohte. Im gleichen Bereich lagen die Motilitatswerte der Atp6v0a2?¥"-Mause bei
11 % motilen, 1 % progressiven und 87 % immotilen Spermien. Die Reduktion der Motilitat von
Atp6v0a2”- und der Atp6v0a2f¥Re-Mausen war signifikant. Die Anzahl der Spermien betrug
in den Atp6v0a2”-Mausen 1,5*10° Spermien/uL und bei den Atp6v0a27¥Re%-Mausen ebenfalls
im Mittel 1,5*10° Spermien/uL. Der mittlere Kontrollwert der Wildtyp und heterozygoten Mause

wies 5,2*10° Spermien/uL auf. Somit war die Spermienanzahl um den Faktor 5 reduziert und

signifikant.
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Abbildung 41: Bestimmung der Spermienanzahl (A) und Spermienbeweglichkeit (B). Beide Parameter
wurden mittels [IVOS Spermien-Analysator mit Spermien aus dem Nebenhodschwanz von p105 Mausen
ermittelt. P **< 0,01; ****< 0,0001.

3.4.2. Die Bildung des Akrosoms bricht innerhalb der Golgi-Phase ab

Da die Fehlbildung oder das Fehlen eines wirklichen Akrosoms ein typisches Merkmal einer
Globozoospermie darstellt, wurde die Bildung des Akromsoms untersucht. Eine Moglichkeit
dieser Untersuchung war die Immunfluoreszenz der Galactosyl-(3-1,3) N-Acetylgalactosamin-
Struktur mittels dem Lektin PNA, da in Spermien nur akrosomale Proteine mit dieser
Zuckerstruktur modifiziert werden (Abbildung 42).
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Wahrend der Akrosombildung werden Vesikel vom Golgi-Apparat zum Zellkern transportiert
und fusionieren zu einer runden Zellorganelle. Diese Phase wird als Golgi-Phase bezeichnet.
Innerhalb der Atp6v0Oa2 defizienten Mausspermien werden diese Vesikel scheinbar vom
Golgi-Apparat transportiert, kdnnen allerdings nicht zu einer grofieren Organelle fusionieren.
Dies fihrt in der Immunfluoreszenz mittels PNA zu kleineren Punkten am Zellkern. Zusatzlich
ist erkennbar, dass diese rudimentaren proakrosomalen Vesikel weiter entfernt vom Zellkern
lokalisieren als das proakrosomale Vesikel der Golgi-Phase in Wildtyp-Spermien.

Um auszuschliel3en, dass aufgrund eines Glykosylierungsdefektes, das Fehlen der
Galactosyl(B-1,3)-N-Acetylgalactosamin-Struktur, zu einer mangelnden Detektion des
Akrosoms fihrt, wurde eine Immunfluoreszenz gegen das akrosomale Markerprotein Sp56
wiederholt. Somit hat der Glykosylierungsstatus der Proteine keinen Einfluss auf die Detektion
des Akrosoms. Mit dieser Methode waren die fragmentierten proakrosomalen Vesikel
erkennbar und es war ebenfalls kein Akrosom in den reifen Spermien detektierbar (Daten nicht

gezeigt).

Kappenphase Golgi-Phase

Akrosomenphase

Reifungsphase

Abbildung 42: Fehlerhafte Akrosombildung homozygoter Atp6v0a2-Spermien. Die Akrosomen wurden
mittels PNA (rot) und die Zellkerne der Spermien durch DAPI (blau) in p105 Hoden angefarbt. Die
weillen Boxen zeigen vergroRerte Aufnahmen der vier Phasen der Akrosomenreifung. Deutlich
erkennbar sind innerhalb der Atp6v0a2’- und Atp6v0a2f?RA-Hoden die einzelnen akrosomalen Vesikel
innerhalb der Golgi-Phase, welche nicht fusionieren. Dies fihrt zu fragmentierten Akrosomen in der
Akrosomenphase, welche in der Reifungsphase nicht dektierbar sind. Mal3stab = 20 pm. (Diese
Aufnahmen wurden von Nina Stelzer erstellt.)
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3.4.3. Ultrastrukturelle Aufnahmen offenbaren einen Vesikelfusionsdefekt des
Akrosoms

Zur erweiterten Charakterisierung der morphologischen Defekte wurden die Spermatiden und
Spermien zusammen mit Herrn Dr. Meinhardt von der Uni GieRRen ultrastrukturell analysiert
(Abbildung 43). In der Aufnahme der Wildtyp-Spermatiden bildeten sich innerhalb der
Golgi-Phase ein akrosomales Vesikel in der Nahe des Zellkerns. In den reifen Spermien waren
deutlich langgestreckte Zellerkerne mit schmalem Akrosom sichtbar. Im Gegensatz dazu
waren in den Spermatiden des Atp6v0a2”-Mausmodells in der N&he des Zellkerns nur leere
proakrosomale Vesikel erkennbar. Auflterdem befanden sich in den Spermatiden gréRere
Vesikel ohne Inhalt, welche Golgi-Derivate oder Vakuolen darstellten. Diese schienen keinen
Anschluss an das proakrosomale Vesikel zu haben. Bei Betrachtung der reifen
Atp6v0a2”-Spermien war eine deutliche Fehlbildung des Kopfes erkennbar, welcher groR,
rund und durch zu viel Uberschissiges Zytoplasma amorph erschien. Das Akrosom wurde
nicht ausgebildet und es sind Golgi-Derivate oder Vakuolen erkennbar. Im
Atp6v0a2f¥RMausmodell zeigte sich eine leicht veranderte Morphologie. Die Vesikel als
Golgi-Derivate waren kaum vorhanden oder klein als Aufhellung (ohne Inhalt) erkennbar.
Auflerdem waren die proakrosomalen Vesikel eher als einzelner Saum erkennbar, allerdings
weit vom Kern entfernt. In den reifen Atp6v0a2?¥R2-Spermien war ebenfalls eine Fehlbildung
des Kopfes erkennbar. Dieser war zu grof3, rund und das Spermium enthielt zu viel
Zytoplasma. Es waren reife fragmentierte akrosomale Strukturen vorhanden und zusétzliche
Aufhellung in der Nahe des Zellkernes. Gemeinsam war in den Spermien der homozygoten
Atp6vOa2-Mausmodelle eine fehlerhafte Insertion des Schwanzes an der Basalplatte,
hinzukommen mehrere Spermienschwanz-Bildungen innerhalb des Zytoplasmas. Diese
Schwanzfehlbildungen sind sehr wahrscheinlich auf eine Fehlbildung der Mikrotubuli-
Manschette zuriickzuflihren, welche ihre Orientierung Uber die Verkntpfung mit dem Akrosom
erhalt.

Zusammenfassend zeigen die Spermien beider homozygoter Atp6v0a2-Mausmodelle
eine Chromatinkondensationsstéorung des Zellkerns, unterschiedliche Grade einer
Akrosomenbildungsstérung und Schwanzfehlbildungen, welche in einer Globozoospermie
enden. Gerade die Akrosomenbildungsstérung im Atp6v0a2”-Mausmodell mit den vielen
Golgi-Derivaten deuten auf ein Problem wahrend der Vesikelfusion oder den Transport der
Vesikel wahrend der Bildung des Akrosoms hin. Dieser Phanotyp ist im

Atp6v0a2fYR-Mausmodell abgeschwécht.
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Abbildung 43: Ultrastrukturelle Analyse von Spermatiden und Spermien. (Oben) Toluidinblau-Farbung
der Hoden: Im Wildtyp-Hoden sind Spermatiden (a) mit Zellkern (b) proakrosomalen Vesikeln (c) und
Spermien (g) erkennbar. Hingegen sind in den Atp6v0a2’- und Atp6v0a2R¥ReHoden eine
Hypospermatogenese mit Vakuolen (e) und Globozoospermien (g‘) identifizierbar. (Mitte) Spermatiden
im Hoden: Im Wildtyp-Hoden sind Spermatiden in der Golgi-Phase dargestellt. Klar erkennbar ist das
proakrosomale Vesikel am Zellkern. In Atp6v0a2’-Hoden sind Spermatiden mit leerem
proakrosomalem Vesikeln (d), Vakuolen und fragmentiertem Golgi-Apparat (f) vorhanden. Im
Atp6v0a2R¥RA-Hoden sind diese Vesikel kleiner und weiter entfernt vom Kern. (Unten) Reife Spermien
im Nebenhoden: Im Wildtyp sind schmale kondensierte Zellkerne und Akrosomen (h) vorhanden.
Weiterhin sind viele quer angeschnitten Schwanze (i) sichtbar. In den homozygoten At{p6v0a2-Spermien
sind runde Zellkerne (b‘) mit fragmentiertem Akrosom (h‘) erkennbar, welche viel berschissiges
Zyoplasma (k) enthalten. Die Bildung von Vakuolen ist in den Atp6v0a2’-Spermien verstarkt. Hingegen
ist in den Atp6v0a2R¥RA-Spermien eine leichte Aufhellung im Bereich des Golgi-Apparats (I) erkennbar.
Mafstab = 2500 nm.
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3.4.5. Erhohte Expression von Gopc im Hoden

Zur weiteren Untersuchung der abnormalen Akrosom-Entwicklung in den Aip6v0OaZ2
defizienten Spermien wurde die Proteinexpression der Proteine Golgi-associated PDZ and
coiled-coil motif-containing protein (Gopc) und Protein Interacting with C Kinase-1 (Pick1)
mittels Immunoblotting untersucht (Abbildung 44). Beide Proteine sind am akrosomalen
Vesikeltransport beteiligt und zusatzlich fihrt ein Defekt dieser Proteine zu einer
Globozoospermie. Diese Analyse ergab eine erhdhte Proteinexpression von Gopc in beiden
Mausmodellen, welche sich beim Atp6v0a2R¥f-Mausmodell als signifikant erwies (Abbildung

44). Pick1 war unverandert.

3.4.6. Reduktion von Galactosyl-(3-1,3) N-acetylgalactosamin-Glykane im
Hoden

Zum Ausschluss eines Glykosylierungsdefekts im Hoden, wurde diese posttranslationale
Modifikation mittels der Lektine SNA und PNA mittels Immunoblot untersucht (Abbildung 44).
Unerwarteterweise war in den homozygoten Atp6vO0a2-Hoden eine Veranderung des PNA
Bandenmusters erkennbar. Es fehlten die Proteinbanden Uber 125 kDa, zwei pragnante
Banden von ca. 80 bis 90 kDa und ein unscharfes Proteinsignal von 80 bis 38 kDa. Bei
genauerer Betrachtung war ebenfalls eine erhdhte Intensitdt einer SNA markierten
Proteinbande mit einem Molekulargewicht von 70 kDa im Atp6v0a2®?¥R2-Mausmodell
erkennbar. Dieses Ergebnis wies auf eine O-Glykosylierungsstérung oder Veranderung der

Proteintranslation im Maushoden hin.

3.4.7. Normale Expression von Atp6v0a2R?im Hoden

Da die Spermien-Analyse nur geringe Unterschiede zwischen Atp6v0a2” und Atp6v0a2R¥Re
aufwies, wurde untersucht, ob das Protein Atp6v0a2R? stabil vorhanden war (Abbildung 44).
Das Proteinlevel von Atp6v0a2®? wies im Immunoblot keinen Unterschied zum Wildtyp-Protein

auf. Wie zu erwartet, war im Atp6v0a2”-Mausmodell kein Protein nachweisbar.
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Abbildung 44: Immunoblot von Hodenhomogenaten. (A) Dargestellt sind die Immunoblots der Proteine
Gopc, Pick1, Atp6v0a2 und der Lektine PNA und SNA von p105 Hoden. Gapdh fungierte als
Ladekontrolle. (B) Quantifizierung der Intensitat der Gopc-Bande aus A. P *< 0,05.
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3.5. Molekulare Charakterisierung Atp6v0a2 defizienter Mefs

3.5.1. Erhohung des pH-Wertes im Golgi-Apparat durch Funktionsverlust von
Atp6v0a2

Durch Uberexpression von ATP6VO0A2 war es Denise Jahn (AG Kornak) méglich dessen
Lokalisation im Trans-Golgi-Apparat von Hela-Zellen zu bestimmen®. Daher sollte eine
Fehlfunktion von Atp6v0a2 den pH-Wert des Golgi-Apparats beeinflussen. Aus diesem Grund
wurde der pH-Wert in Mefs untersucht (Abbildung 45). Diese Analyse wurde Uber das
Quenchen von Fluorescein (FITC) durchgefiihrt, welches durch die Kopplung an Choleratoxin
nach Endozytose im Golgi-Apparat lokalisiert. Die Fluoreszenz wurde durch die Erh6hung des
pH-Wertes verstarkt. Uber eine Standardkurve wurde der pH-Wert errechnet. Innerhalb der
Atp6v0a2”-Mefs wurde ein pH-Wert des Golgi-Apparats von 6,8 und bei den
Atp6v0a2f¥RMefs ein pH-Wert von 6,95 gemessen. Bei den Kontroll-Mefs lag der pH-Wert
bei 6,7. Beide Messungen waren signifikant unterschiedlich. Zusatzlich wurden Wildtyp-Mefs
uber Nacht mit Chloroquin (CQ), Bafilomycin a1 (Baf) und Ammoniumchlorid (NH4CI)
behandelt. Die schwachen Basen CQ und NH4CI diffundierten in den Golgi-Apparat und
erhéhten den pH-Wert auf 7,2 und 7.0. Baf stellt einen Inhibitor fiir alle v-ATPasen dar und

fuhrte zu einer starken pH-Veranderung von 7,8.
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Abbildung 45: Messung des pH-Wertes im Golgi-Apparat von Mefs. (A) E13,5 Mefs wurden mit
Choleratoxin-FITC (CTB-FITC) behandelt und die Fluoreszenz im Golgi-Apparat bei 480 nm bestimmt.
Uber die Fluoreszenz-Intensitat wurde der pH-Wert im Golgi-Apparat analysiert. Deutlich erkennbar ist
die starkere Intensitat im Golgi-Apparat der Atp6v0a2R¥Re-Mefs und den mit Bafilomycin (Baf)
behandelten Wildtyp-Mefs. (B) Analyse des pH-Wertes im Golgi-Apparat. Als Kontrollen wurden
Wildtyp-Mefs mit Chloroquin (CQ), Bafilomycin (Baf) und Ammoniumchlorid (NH4Cl) behandelt.
P *< 0,05; ****< 0,0001.
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3.5.2. Reduzierter retrograder Transport im Golgi-Apparat

Eine einfache Moglichkeit die Auswirkungen des Funktionsverlustes von Atp6v0a2 und die
resultierende pH-Wert-Veranderung auf den Vesikeltransport zu analysieren, ist die Analyse
des retrograden Golgi-Transports mittels BFA. BFA bindet an GEFs, die normalerweise Arf1
aktivieren. Dies flhrt einerseits zum sofortigen Verlust der COPI-Hdlle, andererseits aber auch
zur Ausstllpung von Membrantubuli von den Golgi-Zisternen, die zur Fusion von Golgi- und
ER-Kompartimenten fiihren'®®. Es handelt sich somit um einen pathologischen retrograden
Transport. Die Morphologie der Golgi-Apparate wurde nach Zugabe von BFA durch
Immunfluoreszenz des Marker-Proteins Giantin untersucht. Deutlich erkennbar war der
schnelle Zerfall der Golgi-Apparate von Wildtyp-Mefs nach 8 min BFA Inkubation. Nur noch
18 % der Golgi-Apparate waren intakt. Hingegen waren zu diesem Zeitpunkt noch 80 % der
Golgi-Apparate der Atp6v0a2”-Mefs unbeeintrachtigt. Uberraschender Weise waren 50 % der
Golgi-Apparate der Atp6v0a2??R2Mefs nicht kollabiert. Dies stellt einen Hinweis von

Atp6v0a2 in der Vesikelfusion dar.
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Abbildung 46: BFA-Analyse zur Untersuchung des retrograden Transports. (A) E13,5 Mefs wurden
8 min mit BFA behandelt und anschlieRend die Morphologie des Golgi-Apparats anhand des Markers
Giantin untersucht. (B) Quantifizierung der intakten nicht kollabierten Golgi-Apparate von A. Der
Golgi-Apparat ist innerhalb der Wildtyp-Mefs zerfallen. Dieser Prozess verlauft in den Atp6v0a2”’ - und
Atp6v0a2RYRA-Mefs langsamer ab. P **< 0,01; ***< 0,001.
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3.5.3. Beeintrachtigung der Sialylierung

Eine Standard-Methode zur Detektion eines CDG besteht in der Analyse der Sialylierung von
Transferrin und Apolipoprotein CIll im Serum der Patienten durch die Isoelektrische
Fokussierung. Diese zeigten bei ARCL2A-Patienten einen N- und O-Glykosylierungsdefekt.
Sowohl die Isoelektrische Fokussierung von Transferrin war unauffallig in den
Atp6v0a2-Mausmodellen®?, als auch die Analyse von Tgn38 und Lamp2 im Gehirn (Abbildung
33).

Aus diesem Grund sollte die Sialylierung in-vitro untersucht werden, auch um die Effekte
des pH-Wertes im Golgi-Apparat und das Fehlen von Atp6v0a2 direkt analysieren zu kdnnen.
Sichtbar machen und messen lieR? sich die Sialylierung tUber die metabolische Markierung von
N-Azidoacetyl-Mannosamin-tetraacyliert (ManNAz). Dieser Zucker ist zellpermeabel, wird
innerhalb der Zellen zu einem Sialinsdure-Analogon verstoffwechselt und im Golgi-Apparat auf
das Ende der Zuckerketten von Proteinen und Lipiden transferiert'®’. Uber die Azidoacetyl-
Gruppe kann ein Fluorophor gekoppelt und die Zuckerketten visualisiert werden. Anschlie3end
wurde Uber die Intensitdt des Golgi-Apparats die Effizienz der Sialylierung bestimmt
(Abbildung 47). Innerhalb der Atp6v0a2”- und Atp6v0a2R¥*°-Mefs war eine Reduktion der
Fluoreszenz im Golgi-Apparat messbar und deutete auf eine verringerte Effizienz der
Sialylierung hin. Genauer wurden im Mittel der Wildtyp-Mefs eine Intensitat von 3111, in
Atp6v0a2”-Mefs 2381 und in Atp6v0a2i¥R-Mefs 2724 gemessen. Als Kontrollen wurden
Tunicamycin  (TNCM) und CQ verwendet. TNCM inhibiert den Transfer von
N-Acetylglucosamin und CQ erhéht den pH-Wert im Golgi-Apparat, wodurch die
Glykosylierung beeintrachtigt wird.
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Abbildung 47: Beeintrachtigung der Sialylierung. (A) Mefs wurden 6 h mit ManNAz (griin) gelabelt. Die
Zellkerne wurden mit Hoechst (blau) gefarbt. (B) Dargestellt sind der Median der ManNAz-Intensitaten
der Golgi-Apparate aus drei primaren Zellkulturen pro Genotyp als Violine-Plot. Erkennbar ist ein
reduzierter Transfer von Sialinsdure im Golgi-Apparat der Atp6v0a2’- und Atp6v0a2R¥R*Mefs.
P ****< 0,0001.

78



Ergebnisse

3.5.4. Erhohtes freies Cholesterin in Mefs

Die in den Atp6v0Oa2-Mausmodellen beobachtete Akkumulation von Ceramiden und
Sphingomyelin im Gehirn ahnelt der Niemann-Pick-Krankheit Typ C, was einen gemeinsamen
Pathomechanismus nahelegt. Ein diagnostischer Marker fir die Niemann-Pick-Krankheit
Typ C ist die Akkumulation von Cholesterin in Fibroblasten. Dies wurde durch den Farbstoff
Filipin untersucht, welcher freies Cholesterin bindet (Abbildung 48). Erkennbar war in den
homozygoten Atp6v0Oa2-Mefs eine Steigerung der Filipin-Intensitdt um das Vierfache.
Weiterhin war ein angeschwollener teilweise fragmentierter Golgi-Apparat erkennbar. Eine

lysosomale Farbung mit Lamp2 war unauffallig (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 48: Analyse des Cholesteringehalts und der Morpholgie des Golgi-Apparates in Mefs.
(A) Immunfluoreszenz Aufnahmen von e13,5 Mefs, in denen freies Cholesterin durch den Farbstoff
Filipin und der Golgi-Apparat durch den Marker Gm130 angefarbt wurde. Die weillen Boxen stellen
reprasentative Bereiche dar, die fir die Messung der Filipin-Intensitdt verwendet wurden.
MaRstab = 10 ym. (B) Intensitat des Filipinfarbstoffs aus A. Als Kontrolle ist die Instensitat von Gm130
dargestellt. Deutlich erkennbar ist eine Steigerung des Cholesteringehalts in der Nahe des Zellkerns um
das Vierfache.
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3.5.5. Storung des intrazellularen Transports und eine Erhohung der
Cholesterin-Synthese aus der Proteom-Analyse

Die Defekte der v-ATPase verursachten eine Erhéhung des pH-Wertes im Golgi-Apparat, eine
Veranderung des Vesikeltransports und eine Reduktion der Sialylierung. Um die Auswirkung
dieser Effekte auf der molekularen Ebene der Mausmodelle besser zu verstehen, wurde das
Proteom der Afp6v0a2-Mefs durch Dr. David Meierhofer vom MPI fiir molekulare Genetik
analysiert. Die Auswertung ergab eine Vielzahl deregulierter Proteine (Anhang 3). Einblicke in
die Daten zeigten eine erhdhte Expression der Proteine im endosomalen Transportweg
(Abbildung 49). Dabei waren Arf6 und Pip5k1a, welche die CCE initiieren und Rab5, welches
die Reifung der Endosomen tber den CORVET- und HOPS-Komplex steuert, besonders stark
exprimiert. Dieser Effekt war von Pip5k1a und Rab5b im Atp6v0a2”-Mausmodell mit Verlust
der Atp6v0a2-v-ATPase am starksten. Im Atp6v0a2f¥Re-Mausmodell kdnnte dieser Effekt auf
die fehlende Ansauerung des Golgi-Apparats zurtickgefihrt werden.

Besonders die Proteine des CORVET- und HOPS-Komplexes wurden erhéht exprimiert.
Wahrscheinlich wurde Uber die erhdhte Expression dieser Proteine versucht die verringerte
Aktivierung von Rab5 und Rab7 zu kompensieren. Dies hatte eine verringerte Assemblierung
dieser Komplexe und eine Stérung des endosomalen Transportweges zur Folge. Diese
Theorie wurde in den Complexome-Daten Uberprift. In den Daten der ATP6VOA2 defizienten
Fibroblasten konnte eine verringerte Assemblierung des HOPS-Komplexes (Anhang 2)
nachgewiesen werden. Da sich CORVET- und HOPS-Komplex die Protein VPS11, VPS16,
VPS18 und VPS33 teilen, kann ebenfalls von einer verringerten Assemblierung des

CORVET-Komplexes ausgegangen werden.
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Abbildung 49: Deregulation der Endozytose durch die Initiation der CCE (A) und des endosomalen
Transports (B) von Mefs. Diese Heatmaps zeigen die relative Anderung der Intensitét einer Label freien
Quantifizierung (LFQ) von identifizierten Peptiden (griin = 0; weil = 1; rot = 3 und 4). P *< 0,05; **< 0,01;
***< 0,001; ****< 0,0001
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Diese Deregulation des endosomalen Transportweges konnte auflerdem ein verringertes
Proteinlevel von CtsB, CtsZ, Npc2 und Gm2a erklaren (Anhang 4), in dem diese
beispielsweise sezerniert werden. Fir Npc2 wurde ein ahnlicher Mechanismus bei einem
defekten Recycling des Mannose-6-Phosphat-Rezeptors beschrieben'®.

Weiterhin auffallig war eine erhdhte Expression des Proteins mTOR und einer
Herunterregulation anderer Proteine in der Autophagie (Abbildung 50A). Zusammen mit
Raptor fungiert mTOR im mTORC1-Komplex, welcher die Autophagie inhibiert'®®. Diese
Deregulation musste allerdings Uber die Phosphorylierung der Ribosomalen S6 Kinase (S6K)
und der Umwandlung von LC3-l zu LC3-ll untersucht werden. Wiederum koénnte die
Deregulation des mTORC1-Komplexes auf eine veranderte Expression der Proteine Pik3 und
Pten zurlckgefuhrt werden (Abbildung 50C). Pik3 und Pten kénnten wiederum fur eine
Deregulation des PI3K/Akt-Signalwegs verantwortlich sein.

Des Weiteren waren einige Proteine der Cholesterin-Synthese hochreguliert (Abbildung
50C). Dies konnte auf den gestorten retrograden Transport zurlickgeflihrt werden. Eine
Stérung des COPI-abhangigen reterograden Transports flhrte zu einer Spaltung und
Aktivierung der Sterol regulatory element binding proteins (SREBPs) und letztendlich zur
Hochregulation der Cholesterin-Synthese'’®.

AuRerdem war das Protein Cog8 in den homozygoten Mefs nicht nachweisbar, wahrend
die anderen Einheiten des Cog-Komplexes hochreguliert waren (Abbildung 50D). Cog8 stellt
ein zentrales Element des Cog-Komplexes dar, welches die Domainen A und B verbindet'".
Ein Verlust von Cog8 filhrte zu einer Stérung des retrograden Transports, einer

Fehllokalisation von Glykosylierungsenzymen und somit zu einem Glykosylierungsdefekt'’2.
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Abbildung 50: Deregulation der Autophagie (A), erhohte Cholesterin-Synthese (B), Veranderung
Phosphatidylinositol Signalweg (C) und Cog-Komplex (D) von Mefs. Diese Heatmaps zeigen die relative
Anderung der Intensitat einer Label freien Quantifizierung (LFQ) von identifizierten Peptiden (griin = 0;
weil = 1; rot = 3). P *< 0,05; **< 0,01; ***< 0,001; ****< 0,0001.

3.5.6. Veranderungen der Sekretion und Assemblierung von Bestandteilen der
extrazellularen Matrix
Im Zusammenhang mit der veranderten extrazellularen Matrix bei ARCL2A-Patienten wurde
oft Uber eine veranderte Sekretion spekuliert. Passend zu dieser Hypothese wurden bei den
Atp6v0a2-Mausmodellen Defekte in der extrazellularen Matrix im Gehirn- und in der Haut
gefunden. Zum besseren Verstandnis dieser Phanotypen wurde zusatzlich zum Proteom, das
Sekretom von e13,5 Mefs analysiert (Abbildung 51). Aufgrund der Probenvorbereitung sind im
Proteom alle intrazellularen Proteine enthalten, sowie die Proteine der extrazellularen Matrix,
welche Uber drei Tage gebildet wurden. Daher sollte der gréRte Teil der nachgewiesenen
Matrixproteine in dieser integriert sein. Im Sekretom befinden sich alle Proteine, welche tber
24 h sekretiert wurden.

Im Sekretom waren nur weniger extrazellullare Matrixproteine signifikant dereguliert.

Dies spricht gegen einen allgemeinen Defekt in der Sekretion. Trotzdem der
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unbeeintrachtigten Sezernierung von Col1a bis Col4da wurden diese verringert in die
extrazellulare Matrix integriert. Dies konnte auf eine verringerte Expression von Lox und Plod2
zurlckgeflhrt werden, welche fir die Assemblierung und Vernetzung der Kollagene
verantwortlich sind'"3174,

Die Ursache fur die Veranderung der extrazellularen Matrix der Mefs war wahrscheinlich
eine  Deregulation des TGF-R-Signalwegs, ahnlich dem Hautphanotyp im
Atp6v0a2r¥ReMausmodell. Die war erkennbar an der hohen Expression von Smad2. Ahnlich

dem Hautphanotyp musste diese Theorie anhand der Phosphorylierung von Smad2 tberpruft

werden.
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Abbildung 51: Veranderung von Smad-Proteinen und Vergleich extrazellularer Matrix-Proteine aus der
Analyse des Proteoms (links) und sekretierten Proteinen (rechts) von Mefs. Diese Heatmaps zeigen die
relative Anderung der Intensitat einer Label freien Quantifizierung (LFQ) von identifizierten Peptiden
(grin = 0; weil = 1; rot = 5,3 und 3,5). P *< 0,05; **< 0,01; ***< 0,001; ****< 0,0001.
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4. Diskussion

4.1. Die Atp6v0a2-Mausmodelle rekapitulieren den Phanotyp von WSS
und ARCL2A

Transgene Mausmodelle von seltenen genetischen Erkrankungen werden generiert, um mehr
Uber die Pathogenese dieser Krankheit zu erfahren. Dies beruht auf der Pramisse, dass keine
Speziesunterschiede in der Genfunktion vorliegen.

Die Atp6v0a2-Mausmodelle basieren auf den Erbkrankheiten WSS und ARCL2A, von
denen ca. 50 Patienten publiziert wurden®*. Beide Krankheiten weisen loss of function-
Mutationen von ATP6V0OA2 auf, unterscheiden sich allerdings im Schweregrad der
Auspragung. Denise Jahn konnte in ihrer Dissertation zeigen, dass die Deletion der Exons 15
bis 17 zu einer starken Reduktion der mMRNA und am Ende zu einem kompletten Verlust des
Proteins Atp6v0a2 im Atp6v0a2”-Mausmodell fiihrt>®. Auf Genomebene handelt es sich somit
bei dem Atp6v0a2”-Mausmodell um das patientennahe Modell. Hingegen wurde im
Atp6v0a2f¥RMausmodell eine Punktmutation vorgenommen, wodurch die Aminoséure
Arginin 755 zu Glutamin getauscht wurde. In Hefen wurde durch den analogen
Aminosaureaustausch (Arginin 735 zu Glutamin) die Interaktion mit den c‘-Untereinheiten der
v-ATPase unterbrochen, wodurch der H*-Transport nicht mehr stattfinden konnte®.

Durch den Vergleich dieser Mausmodelle sollten die Rollen der diskutierten Funktionen
der v-ATPase, der Protonentransport® gegen Vesikelfusion und Vesikeltransport*’, auf den
Pathomechanismus untersucht werden. Dafur mussen zwei Grundvoraussetzungen erfllt
sein. Zum ersten mussen diese Mausmodelle ahnliche Phanotypen wie die ARCL2A-Patienten
zeigen. Zum zweiten sollten die Mausmodelle Unterschiede aufweisen, hinsichtlich der
betroffenen Gewebe oder des Grades der Phanotyp-Auspragung. Bis auf speziesbedingte
Unterschiede rekapitulierten das Knockout, sowie das Knockin-Mausmodell die Phanotypen
der ARCL2A-Patienten:

1. Eine Pflasterstein-Lissenzephalie durch eine Ubermigration der kortikalen Neuronen.

2. Epilepsie durch Krampfanfalle, moglicherweise ausgelost durch eine neuronale
Speicherkrankheit, die beim Menschen noch nicht beschrieben wurde.

3. Faltige Haut durch eine verringerte Dermis-Dicke und Veranderungen der
extrazellularen Matrix.
Zusatzlich wurde in den Mausmodellen eine Globozoospermie entdeckt, welche von

den Patienten nicht bekannt war.
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Da sowohl das Atp6v0a2”- und das Atp6v0a2t¥Re-Mausmodell dhnliche Phanotypen mit
unterschiedlicher Auspragung in den gleichen Geweben zeigen, flhrt dies zu dem Schluss,
dass der H*-Transport (pH-Wert des Golgi-Apparats oder den friihen Endosomen) entweder
funktionell im Vordergrund steht oder die Beeinflussung des Vesikeltransports vom
Protonentransport abhangig ist. Diese These wird gestutzt durch die molekulare
Charakterisierung der Atp6v0a2 defizienten Mefs. Zusatzlich verdeutlicht es, dass die volle

Funktion der Atp6v0a2-v-ATPase fir die Physiologie der betroffenen Gewebe unabdingbar ist.
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4.2. Die Atp6v0a2-Mausmodelle als Verbindung zwischen pflasterstein-

artigen Kortex und einer Speichererkrankung in Neuronen

4.2.1. Ein Defekt in der Piabasalmembran als Ursache einer Pflasterstein-
Lissenzephalie

ARCL2A-Patienten sind am starksten durch ihren Gehirnphanotyp beeintrachtigt, welcher zu
einer Entwicklungsverzégerung und friher oder spater im Verlauf zu epileptischen Anfallen
fuhrt. Mittels MRT konnte in ARCL2A-Patienten eine verschlechterte Gyrierung und unebene
Oberflachenstruktur des Gehirns beobachtet werden, welche aus einer Ubermigration der
Neuronen resultiert und damit als Pflasterstein-Lissenzephalien diagnostiziert wurde®*%. Ein
vergleichbarer Phanotyp konnte in p35 Mausen nachgewiesen werden. Beobachtet wurden
Ubermigrierte Neuronen im prafrontalen Kortex der Mause. Dieser Phanotyp konnte als
identisch angesehen werden, weil das Mausgehirn einen einfacheren Aufbau besitzt'”. Diese
Hypothese wurde gestitzt durch Dystroglykanopathie-Mausmodelle, welche mit einer
Pflasterstein-Lissenzephalie im Menschen assoziiert sind®'%'77  Innerhalb dieser
Mausmodelle fiihrte ein O-Glykosylierungsdefekt zu Léchern in der Pialbasalmembran des
zerebralen Kortex. Diese Basalmembran wird wahrend der embryonalen Entwicklung gebildet
und grenzt die extrazelluldre Matrix vom Gehirngewebe ab. Unter anderem enthalt die
Pialbasalmembran die Basallamina und Glia limitans, wodurch die Pialbasalmembran eine
Begrenzung wahrend der radialen neuronalen Migration darstellt'’®. In M&usen beginnt die

radiale neuronale Migration an e12'%°

. Aus diesem Grund sind in den Afp6v0a2-Mausmodellen
wahrend der embryonalen Entwicklung (e13,5) sogenannte ektopische neuronale
Ansammlungen detektierbar, welche wiederum auf einen Defekt der Basallamina hindeuten.
Dieser Defekt lie® sich durch eine Immunfarbung von Laminin nachweisen. Die Ergebnisse
des Migrationsdefekts sind im patientennahen Knockout-Mausmodell heterogen verteilt, weil
in drei von fiinf der untersuchten Embryonen die neuronale Ubermigration detektiert werden
konnte. Diese Beobachtung stimmt wiederum mit den Patienten Uberein. Beide Krankheiten,
WSS und ARCL2A resultieren aus Gendefekten von ATP6V0A2, unterscheiden sich dennoch
in ihrer Auspragung. Dies flhrt zu dem Schluss, dass weitere Faktoren die Bildung der
Piabasalmembran beeinflussen kénnen. Einen Hinweis dazu bietet die Analyse der
neuronalen Migration des Atp6v0a2f¥"?-Mausmodells. Innerhalb dieses Mausmodells ist die
neuronale Fehlmigration in p35 Tieren verstarkt und in finf von finf untersuchten Embryonen
wurden ektopische neuronale Anhaufungen detektiert. Wahrscheinlich blockiert im
Atp6v0a2f¥ReMausmodell das defekte Protein die anderen v-ATPase-Einheiten. Dadurch
kann die Isoform Atp6v0a1, welche ebenfalls im Trans-Golgi-Apparat lokalisieren kann*® und
den pH-Wert reguliert, das Fehlen von Atp6v0a2 nicht kompensieren. Aus diesem Grund
konnte die Expression von Atp6vOa1l ein wichtiger Kofaktor im Krankheitsbild von

WSS-Patienten sein und sollte untersucht werden.
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Grundlegend ist durch Knockout-Mausmodelle von Gpr56 und Col3a1 ein weiterer
Pathomechanismus bekannt, welcher ebenfalls zu einer Ubermigration der Neuronen im
zerebralen Kortex fiihrt'®'8°. Deshalb wurden Immunoblots von Gpr56 und Col3a angefertigt,
welche in den Atp6v0a2-Mausmodellen unauffallig waren. Weiterhin resultieren Mutationen
von GPR56 in einer bilaterale frontoparietalen Polymikrogyrien (BFPP) in den betroffenen
Patienten'®'. Bei BFPP ist im Gegensatz zu den Dystroglykanopathien die Gyrierung und die
Faltung der Basalmembran im zerebralen Kortex verstarkt, wodurch sich ein tUberlappender

molekularer Mechanismus als unwahrscheinlich darstellt.

4.2.2. Die Locher in der Piabasalmembran resultieren aus einem
O-Glykosylierungsdefekt von a-Dag1

In Patienten mit ARCL2A wurde bereits ein O-Glykosylierungsdefekt tber die isoelektrische

rt*?°. Dieser Nachweis kann fir

Fokussierung von Apolipoprotein CIIl diagnostizie
Mausmodelle nicht angewendet werden, da dieses Protein in Mausen nicht O-glykosyliert
wird'®. Zum anderen handelt es sich bei der Apolipoprotein ClII-O-Glykosylierungsform um
den Mucin-Typ, welcher nicht mit der O-Glykosylierungsform von o-DAG1 Ubereinstimmt. Aus
diesen Grunden hat sich fur die Untersuchung der O-Glykosylierung von Mausmodellen mit
Dystroglykanopathien ein Immunoblot fiir a-Dag1 etabliert?®. Deshalb wurde diese Methode
fur die Untersuchung von o-Dag1 fir die Atp6vOa2-Mausmodelle in e13,5-Kdpfen,
e13,5 Embryonen und Mefs angewandt. Das Ergebnis ist unauffallig, da keine Veranderung
des Molekulargewichtes vom stark glykosylierten a-Dag1 wahrend der SDS-Page aus dem
Embryo-Gewebe detektiert werden konnte. Hingegen ist in je einem der drei Atp6vOaZ2
homozygoten Mefs eine Reduktion des Glykoepitops IIH6 nachweisbar und stellt somit einen
Hinweis fur einen O-Glykosylierungsdefekt dar. Sehr wahrscheinlich sind die anderen
primaren Zellkulturen in der Lage diesen Effekt zu kompensieren. Dies ist nicht ungewdhnlich
durch die hohe Zugabe von Zuckern wahrend in-vitro Versuchen'®?,

Ein anderer Kompensationsgrund kdnnte darin liegen, dass sich ein Verlust von
Atp6v0aZ2 nicht primar auf die O-Glykosylierung auswirkt. Das heif3t, der Defekt von Atp6v0a2
kénnte den pH-Wert im Trans-Golgi-Apparat oder den Vesikeltransport im Golgi-Apparat
beeinflussen, dies sollte wiederum die Aktivitat der O-Glykosylierungsenzyme herabsetzen.
Entgegen flhrt beispielsweise ein Defekt von Pomt1, welches Man direkt auf o-Dag1
transferiert, zu einer deutlichen Verringerung des Molekulargewichts im Immunoblot, weil die
O-Glykosylierung vor der Addition des ersten Zuckers abbricht. Ein Defekt im Protein Large
am Ende der Synthese von der M3-Struktur fihrt zu einem geringeren Unterschied des
Molekulargewichts von o-Dag1'®'8%, Zuséatzlich war der Defekt von Pomt1 und Large in
mehreren Geweben detektierbar, betraf also mehrere Zelltypen. Hingegen kdnnte ein Defekt

von Atp6v0Oa2 nur Zelltypen betreffen, die eine erhéhte Expression der Atp6v0a2-lIsoform
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besitzen. Auf diesem Weg konnten nur Astrozyten im Gehirn betroffen sein, welche die
Basallamina aus der Piabasalmembran im Neokortex bilden'®,

Deshalb wurde die Glykosylierung des Epitops IIH6 von a-Dag1 direkt mit einem
spezifischen Antikdrper auf €13,5 Embryo-Schnitten untersucht. Als Kontrolle wurde -Dag1
verwendet, weil es uUber die gleiche mRNA wie a-Dag1 translatiert wurde. Das Verhaltnis
dieser Fluoreszenz-Intensitaten war deutlich reduziert und konnte somit eine Reduktion der
Glykosylierung von a-Dag1 zeigen und damit den O-Glykosylierungsdefekt beweisen. Die
Immunfluoreszenz ist somit sensitiver und spezifischer als der Immunoblot, weil nur a-Dag1
innerhalb der Piabasalmembran detektiert wird. Ein Immunoblot ist in dieser Hinsicht limitiert,
da Dag1 des kompletten Embryokopfes oder Embryonen analysiert wird. Daraus lieR sich
schlussfolgern, dass in den Atp6v0a2-Mausmodellen, sowie in den ARCL2A-Patienten ein
O-Glykosylierungsdefekt, damit eine sekundare Dystroglykanopathie zur neuronalen
Ubermigration und einer Pflasterstein-Lissenzephalie flhrt.

Zusétzlich korreliert die Starke und Haufigkeit der neuronalen Ubermigration mit dem
erhéhten pH-Wert, welcher wahrscheinlich zur Beeintrachtigung des Copl-Transports in den
Mausgehirnen fuhrt. Damit ist dieser Defekt konform mit weiteren sekundaren
Dystroglykanopathien, bei dem Defekte des Vesikeltransport im Golgi-Apparat zu einem
O-Glykosylierungsdefekt fuhren. Zu sekundaren Dystroglykanopathien werden Defekte in
COG8, TRAPPC11 und GOSR2 gezahlt'>'®”. COGS ist ein Bestandteil des Cog-Komplexes,
welcher die Vesikelfusion im retrograden Transport erleichtert'®. Defekte von TRAPPC11 und
GOSR2 flihren zu einem Defekt primar im anterograden Transport'®®'%°_ In-vitro Analysen der
Alp6v0a2-Mausmodelle unterstitzen diese These, weil ein BFA-abhangiger retrograder
Transport-Defekt nachgewiesen wurde. Zusatzlich konnte in ARCL2A-Patienten eine

reduzierte Bildung des COG und COPI-Komplexes gezeigt werden.
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4.2.3. Entwicklung von Krampfanfallen und Astrogliose

Ein Krampfanfall ist eine abnormale hypersynchrone Entladung einer kortikalen Neuronen-
Population™’. Diese hypersynchrone Entladung entsteht aus einem Ungleichgewicht aus
Erregung und Hemmung von Neuronen. Deratige Krampfanfalle der Atp6v0a2-Mausmodelle
wurden wie bei den ARCL2A-Patienten im Erwachsenenalter beobachtet und traten bei den
Atp6v0a2i¥R-Mausen haufiger auf, welches mit dem starkeren Gehirnphanotyp einherging.
Dieses spate Auftreten von Krampfanfallen macht es unwahrscheinlich, dass allein die
Ubermigrierten neuronalen Anhaufungen und damit eine Fehlverteilung der Neurone fur die
Krampfanfalle verantwortlich ist, weil diese Ubermigration schon ab der Geburt der Tiere
vorhanden war. Passend zu dieser These entwickeln Patienten mit mild verlaufenden
O-Glykosylierungsstérungen erst in der frihkindlichen Entwicklung Krampfanfalle. Zu diesen
Krankheiten zahlen die Muskeldystrophie vom Typ Fukuyama (FCMD) und die Muskel-Auge-
Gehirn-Krankheit (MEB), welche die gleichnamigen Organe betriff'®>'%®, Einen &hnlichen
Verlauf zeigen Patienten mit BFPP (Mutation in GPR56). Diese entwickeln ebenfalls eine
mentale Retardierung und epileptische Anfalle in der frihen und spaten kindlichen
Entwicklung'™. Bei den Krampfanfillen der ARCL2A-Patienten und den
Atp6v0a2-Mausmodellen muss es sich also um ein Phanomen handeln, dass sich langsam in
der postnatalen Entwicklung verstarkt. Hierzu wirde die Akkumulation von Abbauprodukten
im Rahmen einer lysosomalen Speicherkrankheit sehr gut passen. Beispielsweise entwickeln
Patienten mit der Niemann-Pick-Krankheit Typ C, welche ebenfalls eine Akkumulation von
Sphingolipiden aufweisen, divergent Krampfanfélle bis ins Erwachsenalter'®. Deshalb wurden
die Atp6vOa2-Mausmodelle auf neuropathologische Veranderungen des Gehirns untersucht
und eine Astrogliose in der ersten Schicht des prafrontalen Kortex detektiert, welche einen
empfindlichen und friilhen Marker fiir eine Neurodegeneration darstellt'®. Die Ursache fiir die
Reaktivierung der Astrozyten lag wahrscheinlich in der Schadigung der Neuronen durch die
Anreicherung von Stoffwechselprodukten. Dieser Verdacht bestatigte sich bei der Analyse von
alteren Tieren, in deren Gehirnen die Ubermigrierten Neuronen abgestorben waren.

Der Mechanismus zwischen neuronalen Speicherkrankheiten und deren Krampfanfallen
ist bisher schlecht verstanden. Interessanterweise scheint aber die Akkumulation von
Cholesterin und anderen Lipiden in den Npc-Mausmodellen zu einer Uberaktivierung des
mTOR-Signalwegs zu fiihren'®”. Eine Uberaktivierung von mTOR durch Defekte in den Genen
TSC1 oder TSC2 fuhrt zum tuberése Sklerosekomplex mit generaliserten Krampfanfallen in

198-200

Patienten und deren Mausmodellen . AuBerdem zeigt das Tsc2 Mausmodell eine

veranderte neuronalen Schichtung und postnatal eine Megalenzephalie durch die

291, Aus diesem Griinden kdnnte eine Aktivierung

Veranderung der kortikalen Lamininschich
des mTOR-Signalwegs in den Afp6vOa2-Mausmodellen zu den Krampfanfallen flhren,

weshalb vergleichende Analyse mit diesen Mausmodellen erfolgen sollten.
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4.2.4. Anreicherung von Lipiden

Lysosomen sind innerhalb der Zelle fur den Abbau und das Recycling von
Stoffwechselprodukten verantwortlich. Deshalb bestéatigten die angeschwollenen Lysosomen
zusammen mit der positiven PAS-Reaktion, welche besonders stark in den ektopischen
Anhaufungen der Neuronen auftritt, den anfanglichen Verdacht der neuronalen
Speicherkrankheit. Uber die Ergebnisse der ultrastrukturellen Analyse kann anhand der
myelinisierten Axone, vergrofRerten Dendriten, autophagischen Vakuolen und vergréRerten
Axone mit Spheroiden ein Bezug zu neuronalen Speicherkrankheiten hergestellt werden.
Besonders die charakteristischen multilamellaren Kérperchen wieisen die gleiche Morphologie

t'52. Bei beiden

auf, wie die Ablagerungen der Niemann-Pick- oder Tay-Sachs-Krankhei
Krankheiten handelt es sich um Lipidosen, bei der eine Anreicherung von Lipiden innerhalb
der Neuronen stattfindet. Die Analyse der Lipide in den Atp6v0a2-Mausmodellen zeigt einen
Anstieg von Ceramiden und Sphingomyelin. Dies bestétigt die Hypothese mit der Uberlappung
der Niemann-Pick-Krankheit Typ C. Es existieren drei Varianten der Niemann-Pick-Krankheit.
Bei der Niemann-Pick-Krankheit Typ A und B handelt es sich um einen Defekt der sauren
Sphingomyelinase®®??%, Beim Typ C ist durch einen Defekt von NPC1 und NPC2 der
Cholesterintransport gestort?®2%. In Gehirnen der Niemann-Pick-Patienten Typ C fiihrt der
Defekt des Cholesterintransport zu einem Mangel an Cholesterin in der Membran, dies zu
einem veranderten vesikularen Transport und am Ende ebenfalls zur Akkumulation von
Sphingomyelinen®”2%_ Eine diagnostische Methode zur Differenzierung der verschiedenen
Typen besteht in der Farbung der Fibroblasten durch Filipin, welches freies Cholesterin
bindet?®. Diese Farbung war positiv fir die Atp6v0a2-Mefs beider Mauslinien. Daher fiihrte
dies zur Schlussfolgerung, dass sich der Gehirnphanotyp der Atp6v0a2-Mause mit dem
Phanotyp der Niemann-Pick-Krankheit Typ C Uberschneidet. Eine Erklarung flr die geringe
Erhéhung von Ceramiden und Sphingomyelin bestand darin, dass bei dem
Untersuchungszeitpunkt p35 nur der vordere Teil des frontalen Kortex der p35
Atp6v0a2-Mause eine starke Akkumulation in der PAS-Reaktion zeigt. Zu einem spateren
Untersuchungszeitpunkt sollte dieser Effekt starker ausfallen. In Npc-Mausmodellen konnte
ein starkerer Defekt beobachten werden, weil der gesamte Kortex und zusatzlich das Kleinhirn

betroffen waren?'°.
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4.2.5. Die Beeintrachtigung der lysosomalen Aktivitat von CtsD gab einen
Hinweis auf eine Storung des endosomalen Transportweges

CtsD ist die Protease in Lysosomen, welche die hdchste Aktivitdt beim niedrigsten
lysosomalen pH-Wert besitzt und stellt deshalb einen hervorragenden Marker fir die
lysosomale Aktivitat dar. CtsD wird innerhalb der Endosomen zu einem Intermediat gespalten,
welches durch eine weitere Spaltung im Lysosomen durch den sauren pH-Wert aktiviert
wird?"2'2_ Die Proform von CtsD war im préafrontalen Kortex der Atp6v0a2-Mausmodelle
verstarkt aggregiert. Dies war am starksten und deutlichsten im Atp6v0a2?¥"%-Mausmodell
detektierbar. Im Atp6v0a2”-Mausmodell war ebenfalls die Spaltung zur reifen Form reduziert.
Die naheliegendste Erklarung ist ein erhohter pH-Wert in den Lysosomen. Gegen einen
veranderten lysosomalen pH-Wert sprechen mehrere Punkte. Normalerweise lokalisiert die
Isoform Atp6v0a3 in den Lysosomen?'®. Hingegen wurde die Lokalisation von Atp6v0a2 in
frihen Endosomen und im Trans-Golgi-Apparat nachgewiesen?’*’#8, Bei aktueller Datenlage
schien es wahrscheinlich, dass durch den deregulierten endosomalen Transportweg die
CtsD-Proform innerhalb der Endosomen zum Intermediat gespalten wurde, allerdings die
Reifung der spaten Endosomen und deren Fusion mit den Lysosomen nicht stattfinden konnte.
Dies hatte ebenfalls den Effekt, dass das CtsD-Intermediat verzdgert in die Lysosomen
gelangt. Der gleiche Phanotyp konnte bei einem Defekt von Npc7 im Mausgehirn beobachtet
werden'®"?'*, Dort fiihrt die Akkumulation von Cholesterin zu einem gestérten endosomalen
Transport, wodurch die CtsD-Proform in den Endosomen akkumulierte. Zusatzlich stiitzt diese
Theorie eine CtsD-Aggregation eines Mausmodells fir Mukolipidose Typ 11*'>. Bei diesem
Mausmodell wird durch einen Knockin von Gnptab eine Reduktion von Mannose-6-Phosphat-
Resten erzeugt, dem Zielsignal fir den Transport der Proenzyme zu den Lysosomen.
Hierdurch entstehen ebenfalls ein Defekt im endosomalen Transport der lysosomalen
Enzyme, autophagischen Vakuolen und eine Akkumulation von Gangliosiden in
multilamellaren Koérperchen. Dass ein Funktionsverlust von Npc? oder Gnptab zu einer

Veranderung des lysosomalen pH-Wertes fihrt, ist unwahrscheinlich.
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4.2.6. Veranderungen in der Autophagie

Die Autophagie ist eine Form der lysosomalen Degradation und erforderlich fur die
Degradation von ,erschopften“ Organellen und ubiquitinierten Proteinen. Typische Merkmale
fir eine erhdhte und deregulierte Autophagie sind in der ultrastrukturellen Analyse der
Atp6v0a2-Gehirne durch die autophagischen Vakuolen erkennbar. Das es sich um
autophagische Vesikel handelt, bestatigt eine Akkumulation von LC3 im prafrontalen Kortex
des Atp6v0a2f¥"-Mausmodells (Abbildung 29). Ahnliche LC3*-Aggregate sind in den
Neuronen der Autophagie-Mausmodelle mit einem Knockout von Atgd und Atg7
erkennbar?'®2'7_In den Atg5 und Atg7-Modellen flihrt die Aggregation von ubiquitinierten
Proteinen zu einer Neurodegeneration. Mausmodelle fir Ceroid-Lipofuszinosen mit Defekten
in CtsD und CtsB, sowie fur multiplen Sulfatase-Mangel und Mukopolysaccharidose typ IlIA
belegen eine Verbindung zwischen lysosomalen Speicherkrankheiten und einer Deregulation

218219 7usatzlich sind die artifiziellen Mitochondrien und die axonalen

der Autophagie
Spheroiden in den ultrastrukturellen Aufnahmen der Afp6v0a2-Gehirne ein deutlicher Hinweis
auf eine Defekte Qualitatskontrolle von Proteinen und Organellen.

Mutationen im Rotor der v-ATPase fiihren ebenfalls zu einer Akkumulation von
Autophagosomen®. Da loss of function-Mutationen dieser Gene scheinbar letal verlaufen und
nur Missens-Mutationen von ATP6V1A und ATP6V1E1 gefunden wurden, flihren die
Mutationen im Rotor sehr wahrscheinlich zu einer ineffizienten v-ATPase oder Deregulation
des mTORC1-Signalweges und damit zu einem héheren Bedarf an ATP. Weiterhin flhrt der
Verlust von Atp6ap2 im Mausmodell zu einer starken Neurodegeneration im Kortex mit
deregulierter Autophagie und der Akkumulation von autophagischen Vesikeln??°. Atp6ap?2
scheint die H*-Translokalisation in der Vo-Domaine zu erleichtern, wodurch hier ebenfalls von
einem erhohten Energiebedarf der v-ATPase ausgegangen werden kann. Fur die Funktion der
v-ATPase ist ATP erforderlich, daher ist es zellbiologisch sinnvoll, dass die v-ATPase mit dem
zellularen Energielevel Giber AMPK verkniipft ist??'. Zusatzlich kann von der v-ATPase Uber
einen katabolen Mechanismus - der Autophagie - Uber die Inhibition des mTORC1-Komplexes,
zusatzlich Energie generiert werden. Deshalb fuhrt mit allerhdchster Wahrscheinlichkeit die
Fehlfunktion der v-ATPase im Rotor und ein Defekt von ATP6AP2 zu einem erhdhten
Energieverbrauch und hierdurch einer erhéhten Autophagie.

Zuséatzlich zeigen in-vitro Daten aus dem Proteom der Atp6vOa2-Mefs durch eine
erhdhte Expression des Proteins mTOR und der reduzierten Bildung des HOPS-Komplexes
des ATP6V0A2 Patienten, (auch ATP6V1A und ATP6VE1 Patienten, Daten nicht gezeigt) zu
dem Schluss, dass die Fusion der autophagischen Vesikel mit den Lysosomen gestort ist
(Mechanismus siehe Punkt 4.2.7.1.). Dieser Mechanismus wurde die Aggregation von

autophagischen Vakuolen in den Atp6v0aZ2 defizienten Neuronen erklaren.
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4.2.7. Ein Einblick in den Pathomechnismus der neuronalen Speicherkrankheit

Die angeschwollenen Lysosomen und die Akkumulation von Autophagosomen sind
zusammen mit der Anreicherung von verschiedenen Speicherprodukten ein sicheres Indiz fur
eine neuronale Speicherkrankheit (beschrieben von 4.2.4 bis 4.2.6). Dies fuhrte zu der Frage:
Wie kann ein Defekt der Atp6v0a2-v-ATPase oder ein erhdhter pH-Wert des Golgi-Apparats
auf molekularer Ebene zu diesem autophago-lysosomalen Phanotyp flihren? Die Ergebnisse
dieser Arbeit zeigten zwei Pathomechanismen, welche ineinandergreifend diesen molekularen

Phanotyp hervorrufen und werden in den folgenden beiden Abschnitten beschrieben:

4.2.7.1. Ein gestorter endosomaler Transport fiihrt zu einer Akkumulation von
Cholesterin

Die Proteom-Daten der Atp6v0a2-Mefs deuteten auf einen gestérten endosomalen Transport
und gestdrte Fusion zwischen Autophagosomen und Lysosomen durch eine erhdhte
Expression der Hauptregulatoren Rab5 und Rab7 hin, welche die Reifung/Fusion der Vesikel
Uber den CORVET- und HOPS-Komplex steuern'2. Die Proteine dieser Komplexe (Vps11,
Vps16, Vps33a, Vps39) sind zusatzlich stark hochreguliert. Um diese Theorie zu Uberprifen,
wurde die Bildung des CORVET- und HOPS-Komplexes anhand von Complexome
Profiling-Daten von Patienten mit verschiedenen Mutationen der v-ATPase aus Van Damme,
T et al. (2017)° hinsichtlich dieses Punktes analysiert. Diese Daten zeigen deutlich, dass die
Bildung von CORVET/HOPS in Patienten-Fibroblasten mit Mutationen in ATP6V0AZ2,
ATP6V1A1 und ATP6V1E1 beeintrachtigt ist. Genauer wurde der Einbau von RAB7 in den
Komplex verringert. Zusatzlich ist Vps41 im HOPS-Komplex nicht nachweisbar. VPS41 ist
notwendig fur die lysosomale Fusion und ein Knock-down dieses Proteins fuhrt zu einer
reduzierten Degradation von Epidermal growth factor receptor (EGFR)?2. Da die Bildung von
CORVET/HOPS zusétzlich in ATP6V1A1 und ATP6V1E1 defizienten Fibroblasten (Defekt im
Rotor der v-ATPase) reduziert ist, offenbarte sich eine Abhangigkeit dieser Komplexbildung
von der v-ATPase und moglicherweise des Golgi-pH-Werts.

Die Verbindung von der Atp6v0a2-v-ATPase zum Vesikeltransport der frihen
Endosomen kénnte tUber das Protein ARNO erfolgen. Es wurde gezeigt, das ATP6VOA2 den
Vesikeltransport pH-abhangig tiber eine Interaktion mit ARNO*” steuert. Dieser Mechanismus
ist fur die Ansauerung von frihen Endosomen beschrieben, misste aber auf die Lokalisation
der Atp6v0a2-v-ATPase fir den pH-Wert des Golgi-Apparats Ubertragen werden. Auch eine
Lokalisationsverschiebung der Atp6v0Oa2-v-ATPase zu den frihen Endosomen im Gehirn ware
denkbar, weil die frihen Endosomen im direkten Austausch mit dem Trans-Golgi-Apparat
stehen. Das heilt, ist der pH-Wert im Golgi-Apparat oder den frihen Endosomen erhéht, wird
weniger ARNO rekrutiert und somit weniger GDP zu GTP von Rab5 umgesetzt. Dies wirde
die Reifung der frihen Endosomen beeintrachtigen und flhrt zu einer Deregulation der

Endozytose. Im Atp6v0a2”-Mausmodell wiirde dies bedeuten, dass ARNO von Atp6v0a2
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durch dessen Verlust nicht rekrutiert werden kénnte und deshalb der Vesikeltransport der
frihen Endosomen dereguliert wurde. Im Atp6v0a2?¥R2-Modell wird ARNO aufgrund des
erhéhten pH-Wertes nicht rekrutiert. Uber diesen Mechanismus kénnte der pH-Wert des
Golgi-Apparats die Aktivierung anderer Rab-Proteine beeinflussen.

Zusatzlich ist eine Interaktion von RAB7 mit ATP6VOA2- und der lysosomalen
ATP6V0A3-v-ATPase nachgewiesen??. Damit kdnnte der Verlust von Atp6v0a2 direkt tber
einen unbekannten GEF die Fusion zwischen spaten Endosomen und Lysosomen durch die
Aktivierung von RAB7 und den MON1-CCZ1-Komplex beeinflussen. Aufierdem bendtigt die

5224225 Damit stehen

Aktivierung dieses Komplexes wiederum die Aktivierung von RAB
verschiedene Moglichkeit zur Fehlregulation zur Verfigung, wodurch eine Blockierung des
endosomalen Transportweges den Transport der lysosomalen Enzymen und das Recycling
von Lipiden beeintrachtigt. Beispielsweise wird Cholesterin Gber die Proteine Npc1 und Npc2
Uber die spaten Endosomen/Lysosomen recycelt und zum Golgi-Apparat transportiert. Das
Cholesterin akkumuliert durch den defekten endosomalen Transport in den Endosomen.
AulRerdem ist eine Aktivierung von RABY fir den Transport von Cholesterin-haltigen spaten
Endosomen zum Lysosomen uber den Cholesterin-Sensor Oxysterol-binding protein
homologue (ORP1L) mitverantwortlich?®®. Ein Defekt von ORP1L fiihrt zu einer Deregulation
der Cholesterin-Homoostase, wodurch die Endosomen am Golgi-Apparat akkumulieren.
Gezeigt wurde dieser molekulare Phanotyp durch einen siRNA Knock-down von ATP6V0A2

in Hela Zellen®® und in den Atp6v0a2 defizienten Mefs (Johannes Kopp, AG Kornak).

4.2.7.2. Die Fehlverteilung von Cholesterin und ein gestorter retrograder Transport
sind die Ursache einer Deregulation des Lipidmetabolismus

Cholesterin ist ein Bestandteil der Zellmembran und tragt zur dessen Stabilisierung bei??"?%,
Die Fehlverteilung von Cholesterin wirde zu einer Reduktion von Cholesterin in der
Golgi-Membran fuhren und dessen Membranfluiditdt verandern. Zusatzlich muisste ein
veranderter pH-Wert im Golgi-Apparat (iber Arf6*’ zu einem verminderten Membran-Recycling
fihren®®. Dadurch wiirde sich die Cholesterin-Homéostase der Atp6vOa2-Mausmodelle
verandern. In den Neuronen von Niemann-Pick Typ C-Patienten fuhrt ein Defekt im Recycling
von Cholesterin zu einer Akkumulation von Sphingolipiden®®. Dies wurde auch in den
Neuronen der Atp6vOa2-Mausmodelle beobachtet (Abbildung 28, Abbildung 30). Die
Akkumulation dieser Sphingolipide koénnte den Defekt der v-ATPase im Gehirn noch
verstarken, weil diese die Assemblierung der Vi-Domaine regulieren®'. Zusammenfassend

wird dieser molekulare Mechanismus in Abbildung 52 dargestellt.

94



Diskussion

Autophagosomen

-~
1

N N7
t o

\ ~7
Lysosomen

Endosomen T{ Cholesterin-

\ Recycling

. Rabs friihe
""" Endosomen
2@
Atp6v0a2’ ]
R Y Gestort
estérter
AtisT\g)azRQ = S retrograder
-ATPase (Y  — T,
(__.. ransport

k—: pH-Wert T @
COPI
(o — M Cog-Komplex

Golgi-Apparat

Abbildung 52: Molekularer Pathomechanismus der neuronalen Speicherkrankheit. 1) Durch den Verlust
von Afp6v0aZ2 oder dem erhohten pH-Wert im Golgi-Apparat/ frihen Endosomen wird ARNO (A) nicht
durch die v-ATPase rekrutiert. 2) Hierdurch kann ARNO nicht Rab5 aktiveren. 3) Die endosomale
Reifung kann nicht Giber den CORVET-Komplex initiiert werden. 4) Dadurch akkumuliert Cholesterin im
endosomalen Weg. Dies fiuhrt zu einer Deregulation der Cholesterin-Homdostase und zu einer
Verringerung von Cholesterin in der Golgi-Membran. 5) Die verédnderte Fluiditdt und der erhdhte
pH-Wert im Golgi-Apparat beeintrachtigen Gber verschiedene Mechanismen, wie die Assemblierung
des Copl- oder Cog-Komplexes den retrograden Transport. 7) Zusatzlich fihrt die Blockierung des
endosomalen Transportweges (Inaktivierung Rab5/ Blockierung CORVET) zu einer fehlenden
Aktivierung des HOPS-Komplexes (Rab7), wodurch die Fusion der spaten Endosomen und
Autophagosomen mit den Lysosomen blockiert ist.
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4.2.8. Die Astrozyten als mogliche Verbindung zwischen dem neuronalen
Migrationsdefekt, Kampfanfallen und der neuronalen Speicherung

Die Astrozyten sekretieren wahrend der neuronalen Entwicklung den grofiten Anteil an
Laminin und Dystroglykan der Pialbasallamina?*??**, Somit kann davon ausgegangen werden,
dass die Astrozyten der Atfp6vOa2-Mausmodelle fur die verringerte O-Glykosylierung von
a-Dag1 verantwortlich sind und urséachlich fiir die Ubermigration der Neuronen. Das allein
defekte Astrozyten Krampfanfalle auslésen konnen, wurde in einem Mausmodell fir
Tuberdsen Sklerosekomplex mit einem Tsc2 Knockout spezifisch in Vorlaufern fir radiale
Gliazellen gezeigt?®'. Weiterhin unterstiitzen die Astrozyten die Neuronen durch den
Austausch von metabolischen Substraten®**, wodurch der neuronale Speicherdefekt in den
fehllokalisierten Neuronen durch die fehlende Unterstiitzung der Astrozyten entstehen kdnnte.
Dies stitzt die verstarkte Ablagerung des Speichermaterials in den tbermigrierten Neuronen
der Atpbv0a2-Mausmodelle. Auflerdem konnte eine Deregulation des
Cholesterinmetabolismus der Astrozyten fir die Anhaufung von Speichermaterial ursachlich
sein. Passend zu dieser Theorie kann im Npc1”-Mausmodell eine astrozytenspezifische
Uberexpression von Npc? den Speicherphénotyp abschwdchen und somit die
Lebenserwartung der Mause verlangern®®. Zusétzlich filhrt ein astrozytenspezifischer
Knockout des Sulfatase modifying factor 1 in Mausen zu einer Neurodegeneration und einem
Speicherphanotyp mit autophagischen Aggregaten in Astrozyten und kortikalen Neuronen?*®.
Diese verschiedenen Ansatze verdeutlichen wie ein Defekt der Astrozyten in den
Atpbv0Oa2-Mausmodelle zu den beschriebenen neuronalen Phanotypen fiihren kann und
musste durch einen astrozytenspezifischen Knockout des Atp6vOa2-Mausmodells untersucht
werden.

Gegen einen alleinigen Defekt der Astrozyten fir die neuronale Speicherkrankheit
spricht wiederum, dass in beiden Atp6vOa2-Mausmodellen die akrosomale Fehlbildung in den
Spermien durch einen defekten endosomal ahnlichen Transportweg entstehen konnte (siehe
Punkt 4.4.2.). Ebenfalls sind in den Proteom-Daten der Atp6vOa2-Mefs und
Complexome-Daten von Fibroblasten Hinweise auf eine deregulierte Endozytose und

Autophagie erkennbar.
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4.3. Die Atp6v0a2-Mausmodelle rekapitulieren den Hautphanotyp der
WSS- und ARCL2A-Patienten

4.3.1. Veranderung der Haut und Reduktion der elastischen Fasern

Das markanteste Merkmal von Cutis laxa-Patienten ist deren faltige unelastische Haut?*"-%%,
Dieses Merkmal ist deutlich bei Patienten mit WSS- und ARCL2A zu beobachten'?'. Allerdings
zeigen Cutis laxa assoziierte Mausmodelle auferlich keine Unterschiede, weil sich der
Hautaufbau zwischen Mensch und Maus unterscheidet. Stattdessen ist in den
Cutis laxa-Mausmodellen mit Mutationen in Ltbp4®*® und Pycr1?*® die Dicke der Dermis
reduziert. Diesen Phanotyp zeigen auch die Atp6v0Oa2-Mausmodelle. Wie die WSS- und
ARCL2A-Patienten weisen diese auch eine Reduktion der elastischen Fasern auf?' (Abbildung
36). Als Ursache fur die Reduktion der elastischen Fasern wurde bisher haufig Uber einen
Defekt in der Sekretion spekuliert. In ARCL2A-Patienten Fibroblasten wurde eine Reduktion
der ELN-Sekretion nach einem Kultivierungszeitraum von 10 Tagen und eine Aggregation von
ELN im Golgi-Apparat gezeigt?’. Diese Problematik in der Sekretion konnte in der Bestimmung
des Sekretoms nicht bestatigt werden, weil EIn mittels Massenspektrometrie nicht detektierbar
war. Die Konzentration verschiedener Kollagene und Lysyl oxidase (LOX) war im Sekretom
und Proteom erniedrigt. Dies spricht somit fir Anderungen auf regulatorischer Ebene dieser
Proteine und kdnnte den geringen Gehalt an elastischen Fasern erklaren. Die Sekretion von
Lamininen war hingegen erhoht im Sekretom der Atp6v0a2?¥"%Mefs. In der Summe sprechen
die erzeugten in-vitro Daten der Atp6vOa2-Mefs gegen einen allgemeinen Defekt in der

Sekretion.
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4.3.2. Ein Glykosylierungsdefekt als Ursache fur Reduktion der elastischen
Fasern?

Die Haut der Atp6v0a2-Mausmodelle weist eine reduzierte Sialierung auf. Dieser Effekt konnte
im hautgewebe nahem in-vitro Zellmodell, den Atp6v0Oa2-Mefs rekapituliert werden.
Uberraschenderweise wird dieser Effekt in der Haut des Atp6v0a2”-Mausmodells bei dem
sekretorischen stark glykosylierten Protein Dekorin kompensiert, wodurch es ein hoheres
Molekulargewicht besitzt. Sehr wahrscheinlich war dies auf eine verlangerte Verweildauer von
Dekorin im Golgi-Apparat zurlckzufiihren. Hierdurch koénnte Dekorin starker mit
Dermatansulfat modifiziert werden. Dieser Mechanismus ist in einem Mausmodell flr
Gerodermia osteodysplastica beschrieben?®'. Bei diesem Mausmodell fiihrt der Verlust des
Proteins Gorab zu einer Veranderung des Copl abhangigen Recyclings von Proteinen und
damit zu einer langeren Verweildauer von Dekorin im Golgi-Apparat®*2. Allerdings wird die
Glykosylierung der extrazellularen Matrixproteine im Gegensatz zum Atp6v0a2”-Mausmodell
nicht gerettet. Dies fuhrt bei dem Gerodermia osteodysplastica-Mausmodell zu einer
reduzierten Modifikation von Dekorin und zur Fragmentierung der kollagenen Fasern. Die
langere  Verweildauer im Golgi-Apparat der extrazellularen Matrixproteine im
Atp6v0a2”-Mausmodell ist somit fir die normalen kollagenen Fasern verantwortlich, welche
sich in der ultrastrukturellen Analyse als unauffallig darstellen. Denkbar wére auch, dass die
fehlerhafte Glykosylierung einiger sekretierter Proteine zu einem Defekt in der Assemblierung
der elastischen Fasern fuhrt. Eln ist nicht glykosyliert, wird allerdings mit Mikrofibrillen quer
vernetzt. Die Proform der Mikrofibrillen Fbn-1 und wichtige Proteine fur die Vernetzung Ltbp4,
Fbn4 und Fbn5 sind hingegen hoch glykosyliert. Beispielsweise fiihrte eine Deglykosylierung
von Ltbp4 zu einer starkeren Affinitat dieses Proteins zu Fibulin 4 und 52%°. Somit kénnte eine
Fehlglykosylierung von Ltbp4 zu einer Fragmentierung von elastischen Fasern im
Atp6v0a2-Mausmodell flihren.

Im Knockin-Mausmodell von Afp6vOa2 konnte zusatzlich zu den fragmentierten
elastischen Fasern eine Veranderung der kollagenen Fasern beobachtet werden. Weil Dekorin
etwa ein gleiches Molekulargewicht aufweist, kann bei diesem Mausmodell nicht von einer
héheren Verweildauer der sekretorischen Proteine im Golgi-Apparat ausgegangen werden.
Zusatzlich war die Protein-Menge von Dekorin reduziert, wodurch eine Beeintrachtigung der
kollagenen Fasern Uber den TGF-B Signalweg mit dem Hautphanotyp des Gorab-

Mausmodells Ubereinstimmt.

98



Diskussion

4.3.3. Deregulierter TGF-8 Signalweg

Neben ihrer Fahigkeit der Haut Elastizitat zu verleihen, regeln die elastischen Fasern die
Verfligbarkeit und Aktivitat von TGF-B**2*. Essentiell fiir die Aktivierung des TGF-B
Signalweges, ist dabei die Integration von TGF-f in den TGF-f-Lap-Ltbp-Komplex, welcher in
die elastischen Fasern integriert wird. Anschlielend wird durch die Interaktion des TGF-(-
Lap-Ltbp-Komplexes Uber Zelloberflachen-Integrine latent TGF-B freigesetzt.

Somit fuhrt wahrscheinlich eine Verringerung der elastischen Fasern zu einer
verringerten TGF- Integration in die extrazellulare Matrix der Atp6vOa2-Mausmodelle. Dies
hatte wiederum eine verringerte Aktivierung des TGF-$ Signalwegs zur Folge und erklarte die
reduzierte Phosphorylierung von Smad2. Dies wird besonders im Atp6v0a2?¥f°-Mausmodell
deutlich und korreliert mit dem Elastin-Gehalt der Haut. Dieser Pathomechanismus Gberschnitt
sich mit dem des Ltbp4”-Mausmodells®*. In dem Ltbp4”-M&usen fihrt dessen Verlust zu einer
Fragmentierung der elastischen Fasern in der Lunge und Darm, welches am Ende zu einer
reduzierten Aktivierung des TGF-B-Signalwegs fuhrt.

Kontrovers hingegen stand dieser Theorie die erhdhte Sekretion von TGF-B von
ATP6VOA2 defizienten Fibroblasten mit einer erhéhten Phosphorylierung von Smad2
gegeniiber?’. Ebenso zeigten Marfan-Mausmodelle mit Verlust von Fbn-1 oder Smad3 eine
gesteigerte Aktivierung des TGF-B Signalwegs aufgrund fragmentierter elastischer
Fasern?%24 \Wahrscheinlich ist dies auf einen kompensatorischen Effekt zuriickzufiihren, um
die TGF-B-Homoostase wiederherzustellen®**. Die Aktivitat des TGF-B-Signalweges ist
wiederum verantwortlich fir die Sekretion von Kollagenen und kénnte die Reduktion der

Dermis-Dicke der Atp6v0a2-Mausmodelle erklaren.
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4.4. Ein unerwarteter Spermienphanotyp und seine Interpretation

hinsichtlich des Pathomechanismus

Unerwartet fiihrt der Funktionsverlust von Atp6v0aZ2 im Mausmodell zu einer Globozoospermie
mit akrosomaler Fehlbildung. Das Akrosom enthalt die lytischen Enzyme, welche dafir
verantwortlich sind, dass Spermien die Zona Pellucida der Oozyte auflésen und in diese
eindringen kénnen*®. Der Verlust des Akrosoms zusammen mit der Fehlentwicklung und
verringerten Motilitdt fihrte somit zu einer Unfruchtbarkeit der mannlichen Mause. Dieser
Phanotyp ist bisher fur die mannlichen ARCL2A-Patienten nicht beschrieben worden, weil es
sich bei den meisten Fallen um Kinder handelte und weil aufgrund des klinischen Verlaufs
vermutlich ein Kinderwunsch bei Erwachsenen nicht im Vordergrund stand. Das Atp6v0a2”-
sowie das Atp6v0a2?¥R-Mausmodell weisen histologisch, immunhistochemisch, sowie bei
der Spermienanzahl und Motilitdt einen identischen Phanotyp auf. Erst wahrend der
ultrastrukturellen Analyse werden qualitative Unterschiede in der akrosomalen Entwicklung
erkennbar.

Viele Erkenntnisse der Spermienentwicklung wurden anhand von Mausmodellen mit
spezifischen Gendefekten gewonnen, da keine in-vitro Modelle zur Analyse dieses Zelltyps
zur Verfligung stehen'®®. Bei einer Vielzahl von Mausmodellen fiihrt ein akrosomaler Defekt
zu einer Globozoospermie, wodurch davon ausgegangen werden kann, dass die
Kondensationsstorung des Zellkerns, die Fehlbildung des Mittelstickes und die damit
einhergehende verringerte Motilitat, sowie die reduzierte Anzahl der Spermien eine sekundare
Konsequenz sind. Daher soll die akrosomale Fehlbildung von den Atfp6vOa2-Mausmodellen
mit weiteren Globozoospermie-Mausmodellen anhand deren Uberschneidende molekulare
Funktion fir die Rolle von Atp6v0a2 wahrend der Spermatogenese folgend diskutiert werden
(Abbildung 53). Gleichzeitig handelt es sich bei dem Spermienphanotyp um eine groRRartige
Méglichkeit die Funktion von Atp6v0a2 unabhangig von den anderen Isoformen zu

untersuchen, da ausschlieRlich Atp6v0a2 im Akrosom der Spermien lokalisiert®.
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Abbildung 53: String Netzwerk fir mdgliche Interaktionen von Proteinen, dessen Verlust eine
Globozoospermie verursachen. Die Dicke der Linien zeigt die hdchste Confidence von 0,85 fiir Pick1
und Gopc bis zur niedrigsten Confidence 0,45 fir Pick1 und Vps54. Zuséatzliche ist die Uberschneidung
der Funktion dieser Proteine mit Atp6v0a2 im Vesikeltransport, Lipid-Metabolismus, Autophagie und
lonen-Homdoostase dargestellt.

4.4.1. Eine gestorte Akrosomenbiogenese weist auf eine
Vesikelfusionsfunktion der v-ATPase hin

Das Akrosom wird in Spermatiden durch die Fusion von Golgi-assoziierten Vesikeln gebildet,
welche zum Zellkern transportiert werden.

In dem Atp6v0a2”-Mausmodell offenbart die ultrastrukturelle Analyse einen Defekt in
der Fusion der proakrosomalen Vesikel, weil groRe unfusionierte Vesikel in den Spermatiden
erkennbar sind. Abgeschwécht ist dies im Atp6v0a2t¥*-Mausmodell erkennbar, weil das
Akrosom zwar fragmentiert, allerdings in den reifen Spermien besser assembliert wird. Dies
verdeutlicht die Funktion von Atp6v0a2 wahrend des vesikuldren Transports, weil die
Atp6v0a2R®-Untereinheit noch mit Interaktionspartnern Wechselwirkungen eingehen kann,
wohingegen dies beim Atp6v0a2”-Mausmodell nicht méglich ist.

Einen &hnlichen Phanotyp weisen die Globozoospermien mit einem Defekt in Gopc'?
und Pick1'** auf. Gopc lokalisiert im Trans-Golgi-Apparat und interagiert mit Pick1'*. Beide
Proteine erleichtern den Transport vom Trans-Golgi-Apparat zum Akrosom und recyceln
scheinbar die Komponenten der Vesikel. Ein Verlust von Gopc und Pick1 fiihrt somit zu einem
frihen Abbruch des Vesikel-Transports. Das Recycling der Vesikeltransport-Komponenten in
Spermatiden ist Uberaus wichtig, da wahrend der Spermatogenese nur wenige Proteine
synthetisiert werden. Innerhalb der Gopc und Pick1 defizienten Spermatiden ist das Akrosom
klein aber nicht fragmentiert. Diese Fakten deuteten auf einen Abbruch des Transports der

Vesikel zum Zellkern hin und sprechen somit gegen einen uberlappenden Mechanismus mit
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Atp6v0a2, da im Atp6v0a2”-Mausmodell die Vesikel zum Zellkern transportiert werden, diese
jedoch nicht fusionierten. Allerdings ist Gopc in den Afp6vOa2 defizienten Spermatiden

hochreguliert (Abbildung 44). Dies deutet auf einen kompensatorischen Effekt hin.

4.4.2. Deregulation des endosomalen Vesikeltransports

)141 2249

Ebenso zeigen Mausmodelle mit Defekten in Agfg? (Hrb und Smap2-”, welche im
endosomalen Transport fungieren, dass ein Defekt der Vesikelfusion zu einer
Globozoospermie fuhren kann. Agfg1 enthalt eine Arf-GAP-Domaine und erleichtert die
Endozytose Uber eine Interaktion mit Clathrin®° und die Fusion der friilhen proakrosomalen
Vesikel in Spermatiden®*®. Smap2 ist ein Arf-GTPase aktivierendes Protein, welches ebenfalls
mit Clathrin interagiert®'. Interessanterweise lokalisiert Smap2, wie Atp6v0a2, im
Trans-Golgi-Apparat. Die ultrastrukturelle Morphologie des Akrosoms von Agfg7 und Smap2
defizienten Spermien zeigt, wie die Spermatiden der Atp6vOa2-Mausmodelle, vergroRerte
unfusionierte proakrosomale Vesikel nahe am Zellkern. Zusatzlich fiihren diese Ergebnisse zu
dem Schluss, dass Agfg1 und Smap2 potenzielle Interaktionspartner der v-ATPase darstellen
konnten.

Dass Autophagie-assoziierte Proteine die Bildung des Akrosoms beeinflussen zeigen
Defekte in Atg7%°> und Sirt1?*®. Der Funktionsverlust von Atg7 und Sirt1 verringert die
Rekrutierung von LC3 an die proakrosomalen Vesikel im Trans-Golgi-Apparat von
Spermatiden und flhren zur Inhibition der Vesikelfusion im Akrosom. Diese Ergebnisse flihren
zusatzlich zu dem Schluss, dass das Akrosom ebenfalls Eigenschaften eines
Autophagolysosomens besitzt. Auflerdem bestatigen die Ergebnisse, dass es sich bei dem
Akrosom um eine dem Lysosom verwandte Organelle handelt und somit in den Spermatiden
Uber einen endosomalen und autophagoyzytose ahnlichen Transportweg gebildet wird.
Deshalb ware in den Afp6v0aZ2 defizienten Spermatiden eine Inhibition der Vesikelfusion durch
den HOPS-Komplex denkbar, da Rab7 im Proakrosom lokalisiert?®*. Dies spricht fir eine
Uberschneidung des molekularen Pathomechanismus der Spermien und dem
Gehirnphéanotyp, durch eine verringerte Aktivierung von Rab7. Da im Atp6v0a2”-Mausmodell
keine v-ATPase gebildet werden kann, wirde diese den schweren Vesikelfusionsdefekt
erklaren. Hingegen koénnte im Atp6v0a2t?f-Mausmodell die H*-Transport-unfahige
v-ATPase Rab5 und Rab7 teilweise aktiveren, wodurch die Vesikelfusion verbessert wird.

Diese Deregulation des endosomalen Transports konnte zusatzlich zu einer veranderten
Lipidzusammensetzung der Spermien flhren. Dies wird anhand einer Missens-Mutation von
Vps54 deutlich, welche ebenfalls zu einer Globozoospermie in Mausen filhrt'2. Vps54 ist Teil
des GARP-Komplexes, welcher die Vesikelfusion der Endosomen zum Trans-Golgi-Apparat
unterstitzt. In-vitro Experimente zeigen, dass eine Inaktivierung des GARP-Komplexes zu
einem verringerten Recycling des Kationen-unabhangigen M6P-Rezeptors flihrt, wodurch sich

die Konzentration von NPC2 in Endosomen/Lysosomen verringert und am Ende zu einer
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Beeintrachtigung des Cholesterin-Recyclings fiihrt'®®. Wie wichtig das Lipid-Gleichgewicht der
Membranen in Spermatiden ist, zeigte ein anderes Mausmodell mit einem Knockout der
Glucosylceramidase Gba2. Dieser Defekt flhrt in den Sertoli-Zellen der Spermien zu einer
Akkumulation von Glucosylceramiden, wodurch die reifen Globozoospermien ein
fragmentiertes Akrosom entwickelten mit zusatzlichen vakuolaren Strukturen®°2%¢, Vakuolen,
welche dem der Spermien des Gba2-Mausmodells morphologisch sehr dhnlich sind, sind in
den reifen Spermien des Atp6v0a2”-Mausmodells erkennbar, wodurch eine Deregulation der
Lipidzusammensetzung in den Mausmodellen denkbar ware und weiter analysiert werden

sollte.

4.4.3. Welche Rolle spielt der pH-Wert im Golgi-Apparat und den
proakrosomalen Vesikeln fiur die Bildung des Akrosoms?

Die Regulation des pH-Wertes stellt die primare Aufgabe der v-ATPase dar, welche durch
Atp6v0a2 im Trans-Golgi-Apparat und im Akrosom der Spermatiden und Spermien
lokalisiert™. Da Atp6v0a2 als einzige Atp6v0a-Isoform in den Spermien exprimiert wird und
aulkerdem den Protonenkanal bereitstellt, sollte der pH-Wert sowohl im Trans-Golgi-Apparat,
den vom Golgi-Apparat abgeschnilrten Vesikeln als auch im Akrosom erhoht sein. Dies
bedeutet wiederum, dass anders als in den Atp6v0a2 defizienten Mefs, der pH-Wert im
Golgi-Apparat in beiden Atfp6vOa2-Mausmodellen im gleichen Ausmall erhoht ist, da die
anderen Isoformen den H*-Transport im Atp6v0a2”-Mausmodell nicht kompensieren konnten.
Weil Atp6v0a2®® im anderen Mausmodell zur Verfiigung stand, schien der pH-Wert ebenfalls
die Fusion der proakrosomalen Vesikel zu beeinflussen.

Einen zusatzlichen Hinweis, dass ein deregulierter pH-Wert die Fusion der
proakrosomalen Vesikel beeinflusst, liefert ein Globozoospermie-Mausmodell mit einem
Defekt im Na*/H*-Austauscher Nhe8%’. Ein Verlust von Nhe8 fiihrt wahrscheinlich zu einer
Veranderung des pH-Wertes oder lonen-Konzentration, welches ebenfalls die Fusion der
proakrosomalen Vesikel verhinderte. Ultrastrukturell ahneln die fragmentierten Nhe8
defizienten Akrosomen eher dem Erscheinungsbild der Atp6v0a2f¥Re-Spermatiden. Weiterhin
flhrte die Injektion der schwachen Basen NH4Cl und CQ in den Maushoden ebenfalls zu einer
Globozoospermie®®2. Besonders die Injektion von NH4Cl flihrte ultrastrukturell zu groRen
Golgi-Derivaten, welche nicht mit dem proakrosomalen Vesikeln fusionierten. Dies kam dem
Phénotyp der Spermatiden des Atp6v0a2”-Mausmodells am néchsten. All diese Argumente
fihren zu der These, dass ein saurer pH-Wert im Golgi-Apparat oder in abgeschnurten

proakrosomalen Vesikel deren Fusion beeinflusst.
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4.4.4. Veranderte Glykosylierung im Atp6v0a2 defizienten Maushoden

Erneut ist aus Mangel an in-vitro Modellen fiur die Spermatogenese wenig Uber die
Glykosylierung im Maushoden bekannt. In den Atp6vOa2-Mausmodellen konnte ich
nachweisen, dass die Veranderung des pH-Wertes im Golgi-Apparat zu einer Veranderung
der Glykanstruktur Galactosyl-(3-1,3)-N-Acetylgalactosamin (Epitop des Lektins PNA) im
Hoden fuhrt. Auffallig ist, dass das Akrosom mit PNA sehr spezifisch detektiert werden kann.
Daher koénnte daruber spekuliert werden, dass wahrend der Spermatogenese diese
Zuckerstruktur als Markierung fur die akrosomalen Proteine fungieren koénnte, ahnlich
Mannose-6-Phosphat flr die lysosomalen Proteine. Es kann ausgeschlossen werden, dass
der Verlust von Galactosyl-(3-1,3)-N-Acetylgalaktosamin zur verringerten Detektion des
Proakrosoms in den Spermatiden fuhrt, da mittels Antikdrper gegen das akrosomale Protein
Sp56, unabhangig von der Glykosylierung, die gleiche Morphologie des Akrosomens detektiert
wird. Dass eine veranderte Protein-Expression in den Globozoospermien zum veranderten
Bandenmuster des Lektins PNA  fihrt ist unwahrscheinlich, weil das
Gba2-Globozoospermie-Modell auf gleiche Weise mittels Lektin-Immunoblotting untersucht
wurde und keine Unterschiede erkennbar sind®*°. Zusammenfassend zeigen die Spermien der
Atp6v0a2-Mausmodelle einen Glykosylierungsdefekt. Es kann nicht ausgeschlossen werden,
dass dieser Glykosylierungsdefekt fir die Fehlentwicklung verantwortlich ist und sollte daher

starker in den Fokus der Charakterisierung von Globozoospermien riicken.
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4.5. Der Einfluss der Atp6v0a2-Defekte auf den pH-Wert des

Golgi-Apparats, dessen Vesikelfusion und die Glykosylierung

Die Hauptaufgabe der v-ATPase ist der H*-Transport in das Lumen von Organellen. Deshalb
wird bei allen Cutis laxa Erkrankungen mit einem Defekt der v-ATPase eine pH-Werterhéhung
im Golgi-Apparat geschlussfolgert. In dieser Arbeit konnte dieses zum ersten Mal bewiesen
werden. Durch den Knockout und Knockin von Atp6v0aZ2 wurden zwei Mausmodelle generiert,
bei dem der pH-Wert des Golgi-Apparats minimal (Atp6v0a2”) und stark erhoht
(Atp6v0a2R¥RQ)ist. Dieser Unterschied ist vermutlich auf einen kompensatorischen Effekt der
Atp6v0a1-Isoform zurlickzufiihren, sowie auf eine Blockierung des v-ATPase Rotors durch die
Atp6v0a2R-V,-Einheit. Durch einen Vergleich dieser Mausmodelle ist es moglich den Einfluss

des pH-Werts auf den Vesikeltransport und Glykosylierung zu untersuchen.

4.5.1. Gestorter retrograder Transport uber den Copl- und Cog- Komplex und
Vesikelfusion

Die Afp6v0a2-Mausmodellen weisen ein BFA-abhangiger Defekt des retrograden Transports
auf. Gleiche Ergebnisse zeigen die ARCL2A-Patientenfibroblasten und Patientenfibroblasten
mit Mutationen des v-ATPase-Rotors (ATP6V1A, ATP6V1E1)>?’. Dies deutet auf eine
Unabhangigkeit dieses Effektes von der Atp6v0a2-Vo-Domaine hin. Damit liegt die Ursache
sehr wahrscheinlich in der Erh6hung des pH-Werts im Golgi-Apparat. Auch eine herabgesetzte
Durchmischung der Membranbestandteile durch die Herabsetzung der v-ATPase-Aktivitat
ware denkbar.

Fir einen pH-abhangigen Defekt spricht zusatzlich die Reduktion des retrograden
Transports des Atp6v0a2f¥"%Modells, da die Vo-Einheit fiir Proteininteraktionen zur
Verfuigung stand. Dennoch fiuhrte der komplette Verlust von Atp6v0a2 zu einem starkeren
Defekt, welches wiederum auf einen Einfluss der Vo-Einheit im Golgi-Transport hindeutete.
Eine Erklarung zum Mechanismus liefern erneut eine Kombination der Proteom-Daten der
Atp6v0a2-Mefs und die Complexome-Daten der ARCL2A-Patienten. Innerhalb der Proteom-
Daten war eine Deregulation der Expression des Copl- und Cog-Komplexes erkennbar,
welche im Complexome eine verringerte Assemblierung aufweisen. Der COPI-Komplex
umhdllt die Fracht und die Fusion der Vesikel wird erleichtert vom COG-Komplex (tethering).
Dabei interagieren diese Komplexe Uber beta-COP und Cog3%%. Bisher ist keine Interaktion
dieser Komplexe mit der Atp6vOa2-v-Atpase nachgewiesen, allerdings kdnnte auch die
Aktivierung von Rab6 abhangig vom pH-Wert des Golgi-Apparats sein. Die pH-Abhanigkeit
dieser Komplexbildung wirde auch erklaren, warum in der Vergangenheit die Vo-Einheit der
v-ATPase immer wieder falschlicherweise als SNARE-Molekil beschrieben und diskutiert
wurde. Diese Theorie beruht allein auf Fusionsversuchen von Hefevakuolen, in denen nicht
der Verlust der Vo-Einheit hinsichtlich pH-Wert oder Bildung anderer Fusionskomplexe

untersucht wurde?%%-281,
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4.5.2. Fehlerhafte Glykosylierung

Ein Funktionsverlust von ATP6V0A2 induziert N- und O-Glykosylierungsdefizienzen??. Da es
sich bei der N-Glykosylierung um einen pH sensitiven Prozess handelt, wird dieser Defekt auf
eine Aktivitatsminderung der Glykosylierungsenzyme durch eine pH-Werterh6hung im
Golgi-Apparat zurtickgefuhrt. Zusatzlich konnte in humanen Fibroblasten gezeigt werden,
dass eine pH-Werterhéhung von 0,2 eine reduzierte Sialierung durch eine Fehllokalisation der

t*3.  Dennoch ist es erstaunlich, dass kein

a(2,3)-Sialyltransferase  verursach
N-Glykosylierungsdefekt im Mausgehirn nachweisbar war. Dies koénnte bedeuten, dass
vorrangig die Vesikelfusionsproblematik fir die Gehirnphanotypen verantwortlich ist und
vorrangig die O-Glykosylierung beeintrachtigt. Dass die O-Glykosylierung sensitiv auf eine
Fehllokalisation der Enzyme im Gehirn reagiert, zeigt sich bei Defekten von COG8, TRAPP11
und GOSR2 (Diskutiert unter Punkt 4.2.2.).

Dennoch ist in der Haut der Atp6v0a2-Mause ein N-Glykosylierungsdefekt nachweisbar.
Passend zu diesen Beobachtungen fuhrt der Funktionsverlust von Atp6v0a2 in dem
Hautgewebe nahem Modell Mefs zu einer Reduktion der Sialierung. Der komplette Verlust von
Atp6v0a2 erzeugt dabei eine starkere Reduktion der Sialierung als im Atp6v0a2f¥f-Modell.
Dies fiihrt zu dem Schluss, dass der retrograde Transport und die Fehllokalisation der
Sialyltransferase in den Atp6v0a2”-Mefs die N-Glykosylierung starker beeintrachtigt als der
héhere pH-Wert in den Atp6v0a2?¥R2-Mefs. Im ersten Moment stellt dieses Ergebnis einen
Kontrast zum O-Glykosylierungsdefekt der Mausgehirne dar, weil sich dieser Phanotyp
vorrangig pH-abhangig darstellt. Dennoch fiihrt wahrscheinlich die héhere pH-Wert-Anderung
im Gehirn zu einer starkeren Reduktion des Copl-Transportes, welches ein Indiz darstellt, dass
der Vesikeltransport im Atp6v0a2f¥Re-Gehirn starker reduziert ist als im Atp6v0a2”-Gehirn.
Damit geht dies wieder mit der Veranderung im Vesikeltransport einher und kann auf
zellspezifische Unterschiede zurlickgeflhrt werden. Zum anderen fungieren verschiedene
Enzyme in N- und O-Glykosylierung, wodurch sich pH-Wert-Veranderung und
Vesikeltransportdefekte unterschiedlich stark auf diese posttranslationalen Modifikationen

auswirken konnen.
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4.6. Wie und warum uberschneiden sich die Phanotypen und die
Pathomechanismen von ARCL2 und ARCL3?

In den vorherigen Abschnitten dieser Arbeit habe ich bereits Uber die molekularbiologischen
Erkenntnisse der Afp6v0a2-Mausmodelle Bezlige zwischen den ARCL2A-Patienten und
anderen Krankheiten hergestellt. Mit diesem Punkt mochte ich den Erkenntnisgewinn dieser
Dissertation mit den anderen Formen von ARCL2 und ARCL3 diskutieren.

Zusatzlich zu den Patienten mit Mutationen in ATP6V0OA2 besitzen andere ARCL2-
Patienten Mutationen in den Genen ATP6V1A und ATP6V1E1, welche den Rotor der v-
ATPase beeintrachtigen. - Die eingeschrankte Funktion der v-ATPase ist damit unabhangig
von deren molekularer Lokalisation. Wohingegen Defekte der ATP6VOA-Isoformen den H*-
Transport nur lokalisationsabhangig beeintrachtigen. -

Dies bedeutet wiederum, dass der pH-Wert im Golgi-Apparat, den Vesikeln des
endosomalen Transportweges einschliellich Lysosomen und Autophagsomen erhoht sein
sollte und geht mit den starkeren Phanotypen der ARCL2C und ARCL2D-Patienten einher,
welche nur Missens-Mutationen in ATP6V1A und ATP6V1E1 aufweisen. Durch diese Missens-
Mutationen entsteht ein Protein mit Restfunktion. Patienten mit Mutationen in ATP6V1A
entwickeln Krampfanfalle, welche ebenfalls auf eine neuronale Speicherkrankheit oder
Deregulation des mTORC1-Signalwegs zuriickgefihrt werden konnten. Zusatzlich wurde in
einem ATP6V1A-Patienten eine Polymikrogyrie entdeckt, welche ebenfalls auf einer
Migrationsstérung von kortikalen Neuronen zurlickzufiihren ist°>. Daher ist eine
Uberschneidung des Mechanismus von GPR56 oder COL3A wahrscheinlicher, weil Patienten
mit einem Defekt in diesem Gen ebenfalls eine Polymikrogyrie zeigen. Dennoch wére ein
O-Glykosylierungsdefekt eines anderen sekretorischen Proteins oder Lipids denkbar, zumal
ein O-Glykosylierungsdefekt von Apolipoprotein CIIl nachweisbar war.

Weiterhin sind die Patienten mit Mutationen in ATP6V1A und ATP6V1E1 von einer
schweren generalisierten Muskelhypotonie betroffen®. Diese wurde bei den ARCL2A-
Patienten nicht diagnostiziert und die Atp6vOa2-Mausmodelle weisen ebenfalls keine
Auffalligkeiten auf. Zum einen ware dieser Unterschied durch die Expressionsunterschiede der
verschiedenen v-ATPase-Einheiten und -Isoformen denkbar. Sehr wahrscheinlich spielt auch
der Energie-Metabolismus eine Rolle. Neuere Publikationen zeigen, dass die v-ATPase Uber
AMPK den ATP-Level der Zelle mit der Autophagie verknlpft*522"%4 |ch konnte zudem in
Patienten-Fibroblasten mit einer compound heterozygoten ATP6V1A-Mutationen zeigen, dass
die Phosphorylierung von AMPK an Thr172 verstarkt stattfand, welches auf eine Veranderung
des Energiemetabolismus hindeutet (unveréffentlichte Daten). Dies erscheint physiologisch
sinnvoll, da die v-ATPasen fiur die Protonentranslokalisation eine hohe Menge ATP bendtigen.
Auflerdem konnte es erklaren, warum eine ineffizient funktionierende v-ATPase durch einen

Rotor-Defekt zu einer Muskelhypotonie flhrt, da diese Gewebe einen hohen Bedarf an Energie
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besitzen. Durch diesen ATP-Mangel kdnnte im Muskelgewebe eine Erh6hung des Golgi-pH-
Wertes stattfinden, welcher zu einem O-Glykosylierungsdefekt von a-Dag1 fuhrt. Denkbar
ware auch ein Mechanismus ahnlich dem Gehirnphanotyp der Atp6v0a2-Mausmodelle, da
diese Patienten eine positive PAS-Reaktion in der Muskelbiopsie zeigten (noch
unveroffentliche Daten), welches einen Hinweis auf eine Speicherkrankheit darstellt.

Der Energie-Metabolismus kénnte auch Phanotyp-Uberschneidung von Patienten mit
Mutationen in den mitochondrialen Genen PYCR1 und ALDH18A1 erklaren. Ein Defekt
innerhalb der Mitochondrien fiihrt sehr wahrscheinlich zu einer Verringerung des ATP-Levels
innerhalb der Zelle, wodurch die v-ATPasen weniger Protonen in das Lumen von Organellen
transportieren. Damit waren ahnlich einem Defekt im Rotor der v-ATPase, generalisiert die
Funktion aller v-ATPasen betroffen. Dies wirde die stark Uberlappenden Phanotypen von
ARCL2 und ARCL3 erklaren.

Auf der anderen Seite fuhren Mutation von ATP6V0OA2, ATP6V1A und ATP6V1E1 zu
einem verzdgerten retrograden Transport®>?” und damit wahrscheinlich zu einer Stérung der
Cholesterin-Homoostase und des Lipid-Stoffwechsels. Eine kirzlich veroffentlichte Cutis laxa-
Variante mit einer Missens-Mutation in der Phosphatidylinositol 4-Kinase Typ lla (PI4K2A)
unterstutzt diesen Zusammenhang. Die Mutation in PI4K2A fuhrt zu einer Reduktion der
PIP4-Synthese mit den typischen Cutis laxa-Merkmalen und neurologischem Phanotyp?®°.
Diese zellbiologischen Verbindungen zum Golgi-Apparats verdeutlichen besonders die
Analysen von Golgi Phosphoprotein 3 (GOLPH3). GOLPH3 wird durch PIP4 zum
Golgi-Apparat rekrutiert und verbindet diesem mit dem Zytoskelett der Zelle?®®. Dadurch
beeinflusst GOLPH3 die Morphologie des Golgi-Apparats, das COPIl-abhangige Recycling der
a-2,6-Sialyltransferase 1 und die mitochondriale Lipid Biosynthese®’?*°. Das zwischen der
Funktion der v-ATPase, der Lipid-Homoostase und der Morphologie der Mitochondrien ein

Zusammenhang besteht, zeigt auch die ultrastrukturelle Analyse der Atp6v0a2-Gehirne.
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5.1. Weitere Charakterisierung des Gehirnphanotyps und Therapie-

Ansatz

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass ein Knockout und Knockin von Atp6v0OaZ2 in Mausen
wahrend der embryonalen Entwicklung zu einem Pflasterstein-Lissenzephalie ahnlichen
Phanotyp fuhrt, wie bei den ARCL2A-Patienten. Dieser Phanotyp beruht auf einer sekundaren
Dystroglykanopathie und wird sehr wahrscheinlich durch eine Defekte O-Glykosylierung von
Astrozyten verursacht. Weiterhin wurde in den Atp6v0Oa2-Mausmodellen eine neuronale
Speicherkrankheit beobachtet, welche wahrscheinlich die Ursache der Krampfanfalle von
Mensch und Maus nach einem Verlust von ATP6V0OA2 darstellt. Durch weitere
Untersuchungen sollten diese Krampfanfalle charakterisiert werden. Anhand von
Elektroenzephalografie (EEG) sollte zuerst die Art der Anfallskrankheit bestimmt werden.
AnschlieRend kdnnten Analysen des mTORC1-Signalwegs durch Immunoblotting erfolgen.

Die nachsten Schritte in der Erforschung von ARCL2A sollten differenzieren, wodurch
die Speicherkrankheit verursacht wird. Ist ein Defekt des endosomalen Transports in
Neuronen ursachlich fur die Aggregation des Speichermaterials oder ist die Fehllokalisation
der Neuronen durch die Pflasterstein-Lissenzephalie dafir verantwortlich? Diese
Fragestellung konnte durch die Erzeugung von konditionellen Mauslinien beantwortet werden,
in dem Atp6v0a2 spezifisch in Neuronen oder Astrozyten ausgeschaltet wird. Da der
konventionelle Knockout von Atp6vOa2 aus einer Flox-Mauslinie hervorging, sind
konditionellen Modelle durch die Verpaarung mit zellspezifischen Cre-Mauslinien einfach
erzeugbar.

Zusatzlich kénnten Versuche mit in-vitro kultivierten Neuronen und Astrozyten die
Ergebnisse aus den Mausmodellen unterstitzen. Auf der einen Seite konnte die
O-Glykosylierung von a-Dag1 durch Astrozytenkulturen mittels Immunoblotting untersucht
werden. Auf der anderen Seite kdnnten Versuche mit Neuronen weitere Riickschlisse auf den
endosomalen Transportdefekt oder die Akkumulation von Lipiden zeigen. Wahrend des
Verfassens dieser Arbeit war es Johannes Kopp (AG Kornak) mdéglich eine Akkumulation von
frihen Endosomen in der Region des Golgi-Apparats von Mefs nachzuweisen. Dies unterstitzt
die These des endosomalen Transportdefekts durch die Deregulation der
Cholesterin-Homdostase.

Zum besseren Verstandnis des Pathomechanismus waére es wichtig die molekulare
Lokalisation von Atp6v0a2 in Neuronen und Astrozyten zu bestimmen. Da kein spezifischer
Antikorper fur dieses Protein fur die Immunfluoreszenz verflgbar ist, misste dieses Protein
mit einem Protein-Tag versehen und in den entsprechenden Zelltypen tUberexprimiert werden.

Weiterhin sollte der pH-Wert in den betroffenen Zellorganellen ermittelt werden. Zuséatzlich
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ware die Bestimmung des endosomalen pH-Werts der Atp6v0a2-Mefs nétig, um den Effekt
des pH-Werts auf die endosomale Reifung zu untersuchen.

Weiterhin zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit Entwicklungsansatze fur eine Therapie
der ARCL2A-Patienten. Wahrscheinlich kdnnte durch die hohe Verabreichung von Zuckern
wahrend der embryonalen Entwicklung des Kindes die sekundaren Dystroglykanopathie und
somit die Pflasterstein-Lissenzephalie behandelt werden. Allerdings wird im Regelfall diese
Gehirnfehlbildung der Kinder erst nach der Geburt diagnostiziert, weil die Pradisposition der
Eltern vorher nicht bekannt war. Damit ist dieser Ansatz fir ARCL2A-Patienten nicht
umsetzbar. Vielversprechender stellt sich die Therapie der neuronalen Speicherkrankheit dar.
Beispielsweise werden fir die Niemann-Pick-Krankheit Typ C mehrere Medikamente in
klinischen Studien getestet. Ein interessantes Medikament kdonnte Hydroxypropyl-Beta-
Cyclodextrin darstellen, welches den Cholesterintransport im endosomalen System erhéht und
dadurch wiederum die Cholesterin-Akkumulation erniedrigt. Sollte dieser Effekt durch in vitro
Versuche mit Afp6v0a2 defizienten Mefs oder Mausneuronen durch Rescue-Experimente

bestatigt werden, kénnen Experimente in den A{p6v0a2-Mausmodellen folgen.

5.2. Aufklarung des Hautphanotyps

Die Atp6vOa2-Mausmodelle weisen einen Cutis laxa-Phanotyp durch eine Reduktion der
Dermis-Dicke und elastischen Fasern auf. Bisher ist die Ursache der Reduktion der
elastischen Fasern in den Mausmodellen und ARCL2A-Patienten nicht aufgeklart.
Phanotypische Uberschneidungen mit dem Ltbp4-Mausmodell und eine verringerte
Aktivierung des TGF-3-Signalwegs lassen auf eine Stérung des TGF-B3-Lap-Ltbp-Komplexes
schlie®en, da diese Integration von TGF-f notwendig flr dessen spatere Aktivierung ist. Somit
sollte dieser Komplex in der Haut von verschiedenen Entwicklungsstadien untersucht werden.
Wiederum ist LTBP4 der aussichtsreichste Kandidat, da ein Verlust dieses Proteins ebenfalls

zu einer Cutis laxa fuhrt.
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5.3. Globozoospermie und die Funktion von Atp6v0a2

Mannliche Atp6v0aZ2 defiziente Mause sind infertil durch eine Globozoospermie. Dies offenbart
weitere Einblicke in die Entwicklung des Akrosoms. Weil dieser Phanotypen von den ARCL2A-
Patienten nicht bekannt war, sollten Spermien der Patienten untersucht werden.

Des Weiteren scheint der Funktionsverlust von Atp6v0Oa2 durch eine Stérung des
endosomalen Transportwegs fur die Entwicklungsstérung des Akrosoms verantwortlich zu
sein. Deshalb konnte die akrosomale Entwicklung eine Moglichkeit darstellen, die molekulare
Funktion von Atp6v0aZ2 im endosomalen Transportweg in-vivo zu untersuchen. Somit kdnnten
Uber Immunprazipitation oder Kolokalisation-Studien weitere Interaktionspartner von Atp6v0a2
identifiziert werden. Der Vergleich mit dem Atp6v0a2f*¥"%-Mausmodell kénnte die
Abhangigkeit der Protein-Interaktionen vom pH-Wert im Golgi-Apparat und dem Akrosom
zeigen. Die Erkenntnisse des Spermien-Phanotyps kdnnten somit helfen, die Entwicklung der

neuronalen Speichkrankheit im Gehirn besser zu verstehen.
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9. Anhang
9.1. Auszug Complexome-Profiling eines ATP6V0A2-Patienten

Freundlicherweise wurden mir diese Daten aus der Publikation Van Damme, T. et al. (2017)°
von Dr. Urlrich Brand zur Verfiigung gestellt. Diese Daten wurden hinsichtlich der Ergebnisse
dieser Arbeit ausgewertet (Abbildungen Z1 und Z2).
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Anhang 1: Die Assemblierung des COPI-Komplexes in Fibroblasten eines ATP6V0A2 Patienten.
(A) Heatmaps der identifizierten Untereinheiten des Coatomers und ARF1 in einem nativen
Polyacrylamidgel (16 bis 4 %). Dargestellt sind die relativen Haufigkeiten von 0 (schwarz) bis 1 (rot).
(B) Migrationsprofile des Coatomers (schwarz), Arf1 (rot) aufgetragen gegen das Molekulargewicht fiir
Membranproteine und zytosolische Proteine.
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A ATP6VO0A2 Kontrolle
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Anhang 2: Gestorte Assemblierung des CORVET/HOPS-Komplexes in Fibroblasten eines ATP6V0A2
Patienten. (A) Heatmaps der identifizierten Untereinheiten von CORVET und HOPS in einem nativen
Polyacrylamidgel (16 bis 4 %). Dargestellt sind die relativen Haufigkeiten von 0 (schwarz) bis 1 (rot).
Deutlich erkennbar ist die fehlende Integration von VPS41 (schwarzer Pfeil), iber welches die Bindung
von RAB7 und RILP erfolgt. Uber RAB7, RILP werden die spaten Endosomen zur Membran rekrutiert.
(B) Migrationsprofile von CORVET/HOPS (schwarz) und RAB7 (rot) aufgetragen gegen das
Molekulargewicht fir Membranproteine und zytosolische Proteine.
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Anhang

9.2. Proteom- und Sekretom-Daten von Mefs der Atp6v0a2-Mausmodelle
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Anhang 3: Vulkan-Plot der Proteom- (A) und Sekretom-Analyse (B) der Afp6v0aZ2-Mefs. Erkennbar sind
viele dereguliere Proteine in beiden homozygoten primaren Zelllinien. Dargestellt ist der negative
Logarithmus des p-Wertes gegen die Differenz. Die Grundlage der Analyse war eine Labelfreie
Quantifikation von Proteinen durch Massenspektrometrie (LFQ). Die durchgehende Linie stellte die
Falsch-Erkennungsrate nach dem Benjamini Hochberg-Verfahren und die gestrichelte Linie einen

p-Wert von 0,05 dar.
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Anhang 4: Deregulation lysosomaler Enzyme und Proteine in Atp6v0a2 defizienten Mefs. Diese
Heatmaps zeigen die relative Anderung der Intensitat einer Label freien Quantifizierung (LFQ) von
identifizierten Peptiden (griin = 0; weil® = 1; rot = 3). P *< 0,05; **< 0,01; ***< 0,001; ****< 0,0001.

131



Anhang

A
-l- RQ/RQ
Copa 0.9 11
Copb1 1.0 1.2
Copb2 0.8 0.9
Copg1 0.8 1.2
Copg2 1.0 0.9
Copz1 1.6 xwwx 1.7 wxex
Copz2 0.9 1.0
Arf1;Arf3 1.2 « 1.6 #xwx
L 1
0 1 2
B
-l RQ/RQ
Atp6v0a1 0.8 0.8
Atp6v0d1 1.4 1.3
Atp6v1ia 1.2 0.9
Atp6v1b2 1) e 14 -~
Atp6vict 20 o ot/ cxxs
Atp6v1id 2.0  rw 1.8 *eex
Atpévie1 1.2 0.9
Atp6vig1 0.8 0.5 #*
Atp6vih 1.7 wxnx 1.4 »
Arfé 2.0 == 2.4 e

o

Coatomer

VO

V1

Anhang 5: Deregulation der Proteine des Copl-Komplex (A) und der v-ATPase (B) in Atp6v0a2
defizienten Mefs. Diese Heatmaps zeigen die relative Anderung der Intensitat einer Label freien
Quantifizierung (LFQ) von identifizierten Peptiden (griin = 0; weil® = 1; rot = 2 und 3). P *< 0,05; **< 0,01;

***< 0,001’ ****< 0,0001
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