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Zusammenfassung

Durch Fortschritte im Bereich der Genomik kam es in den letzten drei Jahrzehnten zu einer
erheblichen Senkung der Kosten von Genomsequenzierungen. Durch diese Entwicklung ist
die Zahl der Menschen, deren Genom sequenziert worden ist, kontinuierlich angestiegen. Die
dabei gewonnenen Daten konnen nun fur die Erforschung der menschlichen DNA genutzt
werden, etwa bei der Aufklarung von genetischen Erkrankungen oder zur Untersuchung der
menschlichen genomischen Varianz.

In der vorliegenden Arbeit wurden Daten aus 6ffentlich zuganglichen Genomdatenbanken
genutzt, um die erste systematische Analyse von Polymorphismen im lysosomalen lonenkanal
TPC2 durchzufihren. Neben den beiden bereits in der Literatur beschriebenen Poly-
morphismen konnten dabei fiinf weitere homozygote Varianten in verschiedenen Populationen
gefunden werden, von denen zwei Varianten eine gesteigerte Kanalfunktion zeigten:
TPC2K378R und TPC2%%87P_ Die Variante TPC2-%%4F trat mit einer hohen globalen Haufigkeit auf
und es konnte anhand von Patch-Clamp-Messungen gezeigt werden, dass sie eine strukturelle
Voraussetzung fur die gesteigerte Kanalfunktion der TPC2-Variante TPC2M484L darstellt.
Zusatzlich zur funktionellen Charakterisierung wurde eine mdégliche (patho-)physiologische
Relevanz der entdeckten Polymorphismen untersucht. Anhand der Auswertung verschiedener
genomweiter Assoziationsstudien konnte gezeigt werden, dass die gefundenen Polymor-
phismen in TPC2 mit Diabetes Typ 2, Haarfarbe, KorpergroRe und einer verdnderten
Knochendichte assoziiert sind. Somit liefert diese Arbeit wertvolle Erkenntnisse Uber die
ethnische und geografische Verteilung von TPC2-Polymorphismen sowie deren Auswirkungen
auf die Kanalaktivitat, was relevant sein wird fur die Erforschung von TPC2 als mogliche
Zielstruktur fur eine Vielzahl von Erkrankungen.

Neben den Polymorphismen in TPC2 wurden pathogene Variationen im lysosomalen
lonenkanal TRPML1 untersucht, die als Ursache fur die lysosomale Speicherkrankheit
Mukolipidose IV angesehen werden. Zunachst wurde eine Ubersicht aller in der Literatur
beschriebenen Patienten mit diesen Variationen erstellt und anschlie3end die neu entdeckte
Mutation TRPML1™2™ funktionell charakterisiert. Es zeigte sich, dass diese Mutation zu einer
fehlerhaften Lokalisation des lonenkanals fuhrte, jedoch gab es Hinweise auf eine Restaktivitét
des Kanals in der lysosomalen Membran. In den anschlielenden zellularen Assays konnte
gezeigt werden, dass eine Aktivierung von TPC2 mit dem Agonisten TPC2-A1-P zu einer
Verbesserung des Cholesterinph&notyps in den Fibroblasten von unterschiedlichen Muko-
lipidose IV-Patienten flhrte. Daraus ergibt sich ein vielversprechender therapeutischer Ansatz
fur die Behandlung von Mukolipidose IV-Patienten, unabhéngig von den zugrundeliegenden
Mutationen in TRPML1.
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Summary

Advances in the field of genomics have significantly reduced the cost of genome sequencing
over the last three decades. Through this development, the number of people whose genome
has been sequenced has steadily increased. The data obtained in the process can now be
used for research into human DNA, for example in the elucidation of genetic diseases or the
study of human genomic variance.

In this work, data from publicly available genome databases were used to conduct the first
systematic analysis of polymorphisms in the lysosomal ion channel TPC2. In addition to the
two polymorphisms already described in the literature, five further homozygous variants were
found in different populations, two of which showed increased channel function: TPC2¥¥76R and
TPC2%%87, The variant TPC2¢4" occurred with a high global frequency and patch clamp
measurements showed that it is a structural prerequisite for the increased channel function of
the TPC2 variant TPC2M484L |n addition to the functional characterisation, a possible (patho-)
physiological relevance of the discovered polymorphisms was investigated. Based on the
evaluation of various genome-wide association studies, it could be shown that the
polymorphisms found in TPC2 are associated with type 2 diabetes, hair colour, body size and
altered bone density. Thus, this work provides valuable insights into the ethnic and geographic
distribution of TPC2 polymorphisms and their effects on channel activity, which will be relevant
for the exploration of TPC2 as a potential target for a variety of diseases.

In addition to polymorphisms in TPC2, pathogenic variations in the lysosomal ion channel
TRPML1 were investigated, which are the cause of the lysosomal storage disease
mucolipidosis V. First, an overview of all patient variations described in literature were
compiled and subsequently the newly discovered mutation TRPML1™2™M was functionally
characterised. This mutation was shown to lead to a defective localisation of the ion channel,
but there was evidence of residual channel activity in the lysosomal membrane. In the
subsequent cellular assays, it was shown that activation of TPC2 with the agonist TPC2-A1-P
leads to an improvement of the cholesterol phenotype in the fibroblasts of different
mucolipidosis IV patients. Therefore, activating TPC2 might be a promising therapeutic
approach for the treatment of mucolipidosis IV patients, independent of the underlying
mutations in TRPML1.
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1. Einleitung

1.1. Das menschliche Genom

Die Erbinformation eines jeden Individuums liegt in dessen Genom. Beim Menschen besteht
das Genom aus einem DNA-Doppelstrang mit 3 Milliarden aneinander gereihter Basenpaare,
der groftenteils im Zellkern vorliegt. Das Ziel des 1990 gestarteten internationalen
Forschungsprojekts Human Genome Project war es, diese Basensequenz komplett zu
entschlisseln. Hierfir wurden die Genome von anonymen Spendern sequenziert und zu
einem sogenannten Referenzgenom zusammengesetzt. 2003 wurde das Projekt als grof3ten-
teils abgeschlossen erklart [2] und dank des enormen Fortschritts im Bereich der DNA-
Sequenzierung konnten bis 2021 auch die schwer zuganglichen Bereiche des Genoms
decodiert und somit die verbleibenden Liicken im Referenzgenom aufgeftillt werden [3].

Die Entschlisselung des menschlichen Genoms legte den Grundstein fur die Auswertung der
darin enthaltenen vererbbaren Informationen. Sie flhrte dadurch nicht nur zu einem
erheblichen Fortschritt in der Erforschung von protein-kodierenden Genen, Erbkrankheiten
und molekular-pathophysiologischen Prozessen, sondern auch zu daraus resultierenden
Therapiemdglichkeiten. Da die Kosten fiir eine Genomsequenzierung in den letzten Jahren
erheblich gesenkt werden konnten, =z&ahlt die Genomananalyse mittlerweile zum
Standartprozedere in der klinischen Diagnostik, etwa bei der genetischen Charakterisierung
von Krebserkrankungen oder der Diagnose seltener Erbkrankheiten [4-6].

Durch das gezielte Sammeln und Vergleichen von Sequenzierdaten kdnnen wertvolle
Erkenntnisse Uber den Aufbau des menschlichen Genoms gewonnen werden. Verschiedene
Projekte, wie The 1000 Genomes Project (1000GP) [7], The Simons Genome Diversity Project
(SGDP) [8] oder Genome Aggregation Database (gnomAD) [9], haben das Ziel, diese
Sequenzierdaten von mehreren hunderttausend Probanden zu sammeln und der Offentlichkeit
in freizuganglichen Datenbanken zur Verfligung zu stellen. Sie bilden dadurch die Basis
verschiedener Forschungsprojekte in unterschiedlichen wissenschaftlichen Disziplinen, unter

anderem zur Untersuchung genetischer Variationen in der menschlichen DNA.
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1.2. Genetische Variationen

Die genaue Basenpaarsequenz der DNA ist einzigartig fir jeden Menschen, da im
Durchschnitt alle 1300 Basenpaare eine Abweichung auftritt [10]. Die Grundlage dieser
Variationen bilden dauerhafte, zufallsbedingte Veré&nderungen in der Basensequenz,
sogenannte Mutationen. Diese konnen durch unterschiedliche Mechanismen entstehen,
beispielsweise beim fehlerhaften Replizieren und Reparieren der DNA im normalen Zellzyklus
oder durch die Schadigung der DNA durch exogene Faktoren wie energiereiche Strahlung
oder bestimme Chemikalien [11]. Treten diese Mutationen mit einer Wahrscheinlichkeit von
mindestens 1 % in einer Population auf, werden sie im Allgemeinen als Polymorphismen
bezeichnet. Handelt es sich bei diesen Polymorphismen um einen Unterschied von einzelnen
Basenpaaren, spricht man von Einzelnukleotid-Polymorphismen (engl. Single Nucleotid
Polymorphism, SNP).

Im menschlichen Genom sind bisher Uber eine Milliarde solcher SNPs entdeckt worden [12],
die 90 % der Sequenzvarianten im menschlichen Genom darstellen [7, 13]. Um zu evaluieren,
welche SNPs einen Einfluss auf die Funktion eines Gens haben, kann man sich sogenannter
genomweiter Assoziationsstudien (engl. genome-wide association study, GWAS) bedienen.
Das Ziel dieser Fall-Kontroll-Studien ist es, einen Phanotyp mit gemeinsam auftretenden
Genomveranderungen zu verknlUpfen. Auf diese Weise konnten bisher SNPs identifiziert
werden, die Einfluss auf physische Erscheinungen wie Haarfarbe [14] und GrdlRe [15] haben,
oder die Anfalligkeit fir Krankheiten [16, 17] und das Verstoffwechseln von Arzneistoffen
beeinflussen [18-20]. In dieser Arbeit wurden die genetischen Variationen in zwei verschie-
denen lysosomalen lonenkanélen untersucht. Stellvertretend dafur lag ein besonderer Fokus

auf den SNPs als haufigste Art der Sequenzvariation.

1.3. Das Lysosom und seine Aufgaben

Lysosomen sind Zellorganellen, die zum ersten Mal 1955 von Christian de Duve beschrieben
worden sind [21]. Es handelt sich dabei um Membranvesikel, die verschiedene hydrolytische
Enzyme, Enzymaktivatoren und Transportproteine in einem saurem pH-Milieu einschliel3en.
Saugetierzellen besitzen zwischen 50 und 1000 solcher Organellen, die je nach Zelltyp und
Né&hrstoffangebot einen Durchmesser von 0,1-1,5 um haben [22, 23].

Lange Zeit wurde das Lysosom als statisches Organell betrachtet, welches hauptséchlich der
Verdauung und dem Recycling von nicht mehr bendtigtem Zellmaterial dient. Die lange
angenommene Hauptaufgabe bestand in der Zerlegung von Makromolekilen (Proteine,

Lipide, Kohlenhydrate und Nukleinsduren), um die Molekilbausteine anschlieend der Zelle
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fur die Wiederverwendung in anabolischen Prozessen zur Verfiigung zu stellen [24]. Neuere
Erkenntnisse zeichnen jedoch das weitaus komplexere Bild einer dynamischen Schaltstelle in
einem Netzwerk aus metabolischen Zellprozessen. Hier werden neben dem metabolischen
Abbau verschiedene zellulare Prozesse gesteuert [25, 26], auf veranderte Nahrstoff-
bedingungen oder zellularen Stress reagiert [23, 27-30] und direkt mit anderen Zellorganellen
kommuniziert [23, 31-34]. Dabei ist das Lysosom in standiger Bewegung [23, 35] und in
regelmaRigem Austausch mit anderen Organellen wie Endosomen, Phagosomen und
Autophagosomen [34, 36]. Kommt es hierbei zu Fehlfunktionen, resultieren daraus die
sogenannten lysosomalen Speicherkrankheiten. Unter diesem Sammelbegriff werden derzeit
70 Klinisch heterogene Erkrankungen zusammengefasst, bei denen es, je nach zugrunde-
liegendem molekularen Proteindefekt, zu unterschiedlichen akkumulierten Metaboliten im
lysosomalen Lumen kommt [37, 38].

In der lysosomalen Membran sitzen mehr als 100 Membranproteine, die unter anderem der
Aufrechterhaltung des sauren pH-Milieus, der lysosomalen lonenhomoostase und des
Membranpotenzials dienen und somit essenziell fir lysosomale Funktion und Regulation sind
[22, 39, 40]. Bei den Membranproteinen kann es sich beispielsweise um strukturelle
Glykoproteine, Enzyme oder Transportproteine, wie Transporter und lonenkanéle, handein
[41]. Den Hauptgegenstand der vorliegenden Arbeit bilden zwei dieser lysosomalen
Membranproteine, der Zwei-Poren-Kanal 2 (engl. Two-pore Channel, TPC2) und der Kanal

transient receptor potential cation channel, mucolipin subfamily, member 1 (TRPML1).

1.4. Der lonenkanal TPC2

Der lonenkanal TPC2 ist, ebenso wie die beiden verwandten Kanédle TPC1 und TPC3, ein
Mitglied der Superfamilie der spannungsgesteuerten lonenkanéle. Alle drei Kanale sind als
Dimer aufgebaut, deren Einheiten aus zwei Untereinheiten mit jeweils sechs Transmembran-
domanen bestehen, die Uber einen zytoplasmatischen Linker miteinander verbunden sind [42,
43]. Aufgrund struktureller Ahnlichkeiten wird angenommen, dass diese Kandle die
evolutiondre Vorstufe von spannungsgesteuerten Kalzium- und Natriumkanédlen dar-
stellen [44].

Bei TPC2 handelt sich um einen lonenkanal in der Membran von spaten Endosomen,
Lysosomen und lysosom-verwandten Organellen, der einen einwarts gerichteten lonenfluss
vermittelt, also aus dem Lysosom in das Zytosol [45, 46]. Lange Zeit herrschte eine
Kontroverse darlber, ob es sich dabei um einen Na*-Fluss handelt, der mittels des endogenen
Agonisten Phosphatidylinositol 3,5-bisphosphat (PI(3,5)P-) [47] aktiviert wird, oder um einen

Ca?*-Fluss, dessen Aktivierung Uber den sekundaren Botenstoff Nicotinsaureadenin-
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dinukleotidphosphat (NAADP) [46, 48, 49] vermittelt wird. Kirzlich konnte anhand von zwei
synthetischen Agonisten gezeigt werden, dass die lonenselektivitdt des Kanals liganden-
abhangig zu sein scheint und so mdglicherweise Uber zwei unterschiedliche Aktivierungs-
mechanismen verschiedene physiologische Wirkungen vermittelt werden kénnen [50]. Somit
konnte eine mogliche Erklarung fur die widersprichlichen Berichte in der Literatur gefunden
werden. Doch nicht nur die lonenselektivitdt des Kanals scheint vom Agonisten abhéngig zu
sein, auch ein Einfluss von extrinsischen Agonisten auf die Spannungsabhéangigkeit der
Kanalaktivierung wurde beobachtet [51]. Zudem konnte in dieser Arbeit [51] gezeigt werden,
dass eine Reihe von trizyklischen Antidepressiva sowie der Arzneistoff Riluzol als Agonisten
am lonenkanal TPC2 wirken.

Obwohl die Aktivierung des Kanals noch nicht ganzlich geklart ist, lassen die bisherigen Daten
erkennen, dass TPC2 mit einer Vielzahl von physiologischen Vorgangen in Verbindung steht.
Einige dieser Zellvorgange sind Erkennung des zellularen Nahrstoffstatus [52], Autophagie
[53], Pigmentierung [45], Zellmigration [54], Zelldifferenzierung [55, 56], Angiogenese [57, 58],
Phagozytose [59], intrazellularer Transport zum Lysosom [60, 61] sowie Exozytose in spe-
zialisierten Zellen [53, 62]. Auch wenn bisher keine Erkrankung direkt mit einem Funktions-
verlust des Kanals in Verbindung gebracht werden konnte, deuten mehrere Studien auf eine
Rolle von TPC2 in der Pathogenese von verschiedenen Krankheiten hin, wie beispielsweise
bei Fettlebererkrankung [61], Virusinfektionen [63-65], Morbus Parkinson [66, 67], Diabetes
[67, 68] oder Krebs [67, 69]. Zudem wird die Adressierbarkeit des Kanals flr eine mdgliche
Therapie von Alzheimer and Fettleibigkeit [49] diskutiert. Obwohl die genauen Aktivierungs-
mechanismen von TPC2 und die spezifischen Wirkmechanismen der von TPC2 vermittelten
Signale noch nicht restlos entschliisselt sind, bietet sich TPC2 aufgrund seiner zentralen Rolle
in verschiedenen Zellprozessen und der vielfaltigen physiologischen Aufgaben als potenzielle

pharmakologische Zielstruktur fiir eine Vielzahl von Erkrankungen an.

1.5. Polymorphismen im lonenkanal TPC2

Obwohl TPC2 eine vielversprechende pharmakologische Zielstruktur darstellt, gab es bisher
keine systematischen Untersuchungen zu Variationen dieses Kanals beim Menschen und
potenziell daraus resultierenden funktionellen oder (patho-)physiologischen Auswirkungen.
Nur vereinzelte Varianten konnten bisher mit verschiedenen Phéanotypen assoziiert werden.
Zwei SNPs wurden in einer genomweiten Assoziationsstudie unter islandischen und nieder-
landischen Probanden mit einer Variation in (Haar-)Pigmentierung in Verbindung gebracht.

Diese beiden Punktmutationen, TPC2M484L ynd TPC2CG734E resultieren in einer erhohten Wahr-
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scheinlichkeit fur eine blonde Haarfarbe [70]. Anhand von lysosomalen Patch-Clamp-
Messungen konnte gezeigt werden, dass dies auf eine gesteigerte Kanalfunktion
zurlckzufuhren ist, die jeweils Uber einen anderen Mechanismus vermittelt wird [71]. Wahrend
die Variation TPC2M#84L zy einer Konformationsanderung innerhalb der Pore fuihrt und daraus
eine gesteigerte Aktivierung des Kanals durch den endogenen Agonisten PI(3,5)P; resultiert,
scheint bei TPC2¢3“E eine verminderte Sensitivitat des Kanals fir die Inaktivierung durch
Adenosintriphosphat (ATP) verantwortlich zu sein. Die Variante TPC2¢73%E erreichte zuséatzlich
in zwei voneinander unabhangigen GWAS eine genomweite Signifikanz fur eine Assoziation
mit Knochendichte, einem Biomarker, der fur die Diagnose von Osteoporose verwendet wird
[72, 73]. AulRerdem konnte eine Intron-Variante mit einem erhdhten Risiko fiir Diabetes
mellitus Typ 2 (T2DM) in Verbindung gebracht werden [68]; die Patientenanzahl in dieser
Studie lag allerdings nur bei 384. Eine erste Ubersichtsarbeit (iber die Assoziationen von
verschiedenen TPC2-Polymorphismen mit unterschiedlichen Krebsarten wurde erst kirzlich
verOffentlicht [74]. In dieser Arbeit wurden ebenfalls die Genomdaten aus offentlich
zuganglichen Datenbanken genutzt, um die Polymorphismen im TPC2-Protein genauer zu

untersuchen.

1.6. Der lonenkanal TRPML1

Der lonenkanal TRPML1 bildet zusammen mit den verwandten Kandlen TRPML2 und
TRPML3 eine Untergruppe der TRP-Kanalfamilie. Er ist aus vier Untereinheiten mit jeweils
sechs Transmembrandomanen aufgebaut [75] und lokalisiert Giberwiegend in der Membran
von spaten Endosomen und Lysosomen. Patch-Clamp-Experimente haben gezeigt, dass es
sich um einen nicht-selektiven lonenkanal handelt, der unter anderem permeabel ist fir Na*,
K*, Ca?*, Fe?*, und Zn*-lonen [76]. Aktiviert wird der Kanal von PI(3,5)P; [77] und reaktiven
Sauerstoffspezies, welche von Mitochondrien unter Stressbedingungen freigesetzt werden
[78]. Zudem wurde eine Regulierung des Kanals durch Ca?*und pH beschrieben [79].

Uber die Vermittlung des einwérts gerichteten Kationenstroms und verschiedene nach-
geschaltete Signalwege reguliert der Kanal diverse zellulare Funktionen: vesikularer Transport
[80], lysosomale Exozytose [53, 81], Phagozytose [59], Autophagie [53] und Homdostase von
Metallionen wie Zink und Eisen [77, 82, 83]. Zudem spielt der lonenkanal eine Rolle bei

Knochenumbau [84], im Immunsystem sowie bei viralen und bakteriellen Infektionen [85, 86].
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1.7. Mutationen im lonenkanal TRPML1 - Mukolipidose IV

Im Gegensatz zu den Variationen in TPC2 besitzen Mutationen in TRPML1 eine bekannte
pathophysiologische Relevanz. Sie werden als Ursache fiir die seltene autosomal-rezessive
lysosomale Speicherkrankheit Mukolipidose IV (MLIV) angesehen, von der weltweit schat-
zungsweise circa 2000 Patienten betroffen sind (Dr. Rebecca Oberman, ML4 Foundation,
mundliche Kommunikation am 26.2.2021). Bisher wurden etwa 50 verschiedene pathogene
Mutationen in TRPMLL1 in der Literatur beschrieben, die zu einem Funktionsverlust oder einer
fehlerhaften Lokalisation des Kanals fuhren [87]. Die zwei am héaufigsten auftretenden
Mutationen, deren Ursprung in Osteuropa im 18. oder 19. Jahrhundert vermutet wird, sind
hauptsachlich in Patienten mit aschkenasisch-judischem Hintergrund zu finden [88]. Ende
2019 wurde die erste deutsche MLIV-Patientin, aus der Ethnie der Jesiden stammend, mit der
bisher unbekannten Mutation TRPML1™2™ im Universitatsklinikum Munster diagnostiziert.
Die Krankheit wird meist im Kleinkindalter diagnostiziert und manifestiert sich zunachst
Uberwiegend in psychomotorischen Entwicklungsverzégerungen und ophthalmologischen
Anomalien wie Hornhauttriibung, Netzhautdegeneration und Strabismus. Die Patienten leiden
zudem unter einer Achlorhydrie, verbunden mit einer Eisenmangelandmie, erhdhten
Plasmagastrinspiegeln und gastrointestinalen Symptomen. Die Hauptmerkmale der MLIV-
Gehirnpathologie sind Anomalien der weiRen Substanz und ein hypoplastisches Corpus
Callosum, wobei MRI-Scans hierbei auf eine progressive neurodegenerative Komponente
hindeuten [89-91]. Der spatere Verlauf der Krankheit ist von immer starkeren Sehbe-
eintrachtigungen gepragt und es kann zum Verlust von bereits erlangten psychomotorischen
Fahigkeiten kommen [89, 92]. Auf zellularer Ebene sind typischerweise membrangebundene
fibrillo-granulare und lamellare Strukturen im Zytoplasma erkennbar, die die angesammelten
sauren Mukopolysaccharide und komplexen Lipide enthalten [93, 94]. Die beschriebenen
Merkmale treten in sehr unterschiedlichen Auspragungen bei den betroffenen Personen auf
[89]. Aus diesem Grund erfolgt die Diagnosestellung nach gezielten molekulargenetischen
Tests auf biallelische pathogene Mutationen im TRPML1-kodierenden Gen MCOLN1.

Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es keine Therapieoptionen fir die betroffenen Patienten und die
Behandlung besteht aktuell aus der Linderung der beschriebenen Symptome. Es konnte zwar
gezeigt werden, dass mehrere niedermolekulare Liganden die endogene Aktivitat des Kanals
bei bestimmten Mutationen retten konnen, jedoch stellt dieser Ansatz nicht fur alle

MLIV-Patienten eine Behandlungsoption dar [95].
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1.8. Vergleich TPC2 und TRPML1

Die lysosomalen lonenkanale TPC2 und TPRML1 besitzen einige Gemeinsamkeiten. Bei
beiden Kanalen handelt es sich um ubiquitar exprimierte, nicht-selektive Kationenkandle, die
einen Ca?*- und Na*-Fluss vermitteln und strukturell miteinander verwandt sind. Sie sind beide
hauptsachlich in der Membran von Lysosomen zu finden, werden vom endogenen Agonisten
PI(3,5)P; aktiviert und setzen Ca?* aus dem Lysosom zur Steuerung zellularer Funktionen frei.
Dadurch foérdern sie beide die lysosomale Exozytose, interagieren mit dem Autophagie-
Komplex und fiihren bei Funktionsverlust zu Defekten im zellularen Transport [40, 53].
Obwohl die beiden Kanéle augenscheinlich einige Gemeinsamkeiten besitzen, funktionieren
sie unabhangig voneinander [96] und die unterschiedlichen zellularen Aufgaben werden
maoglicherweise Uber den Interaktionskomplex und verschiedene nachfolgende Signalwege
vermittelt [53]. Warum die menschliche Zelle, ebenso wie die meisten Vertreter der Metazoa,
diese zwei evolutionar relativ alten Kanale mit ahnlichem Profil exprimiert, ist bis dato noch
nicht geklart [97].

Die lysosomale Speicherkrankheit MLIV geht auf eine Fehlfunktion des Kanals TRPML1
zurlick. Aufgrund der ahnlichen zellularen Lokalisation, der Aktivierung durch denselben
Agonisten und der Uberschneidenden physiologischen Aufgaben der Kanéle ist es denkbar,
dass eine exogene Aktivierung von TPC2 die Fehlfunktionen von TPRML1 kompensieren und

dadurch mdglicherweise eine Therapieoption fiir MLIV-Patienten darstellten kdnnte.
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2. Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung von genetischen Variationen in den
endolysosomalen lonenkandlen TPC2 und TRPML1. Daflr sollte im ersten Teil der Arbeit die
erste systematische Analyse von Polymorphismen in TPC2 in verschiedenen Populationen
durchgefuhrt werden. Es war bereits von friiheren Arbeiten bekannt, dass die beiden SNPs
TPC2M484L ynd TPC2¢734E zu einer Funktionssteigerung des Kanals fuhren [70, 71]. Anhand
von Genomsequenzierdaten aus offentlich zuganglichen Datenbanken sollte untersucht
werden, ob, neben den beiden bereits beschriebenen, weitere TPC2 SNPs im menschlichen
Genom auftreten. Zur Interpretation dieser Genomdaten sollten alle gefundenen Varianten
mittels endolysosomalen Patch-Clamps funktionell charakterisiert und die physiologischen
Auswirkungen auf den menschlichen Organismus untersucht werden.

Das Ziel des zweiten Teils der Arbeit war es, zunachst anhand von Datenbanken und
veroffentlichter Literatur eine Ubersicht tiber die Anzahl und Verteilung der Patienten mit
pathogenen Mutationen in TRPML1 zu gewinnen. AnschlieBend sollte die in einer deutschen
Patientin erstmalig sequenzierte Variante TRPML1™2™M mit verschiedenen zellularen Assays
und endolysosomalen Patch-Clamp-Messungen funktionell charakterisiert werden.
AbschlieRend sollte eine mogliche Anwendbarkeit der kirzlich publizierten TPC2-Agonisten
[50, 51] zur Verbesserung des zellularen Phanotyps der Patientin, sowie anderer MLIV-

Patienten, getestet werden.
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3. Materialien und Methoden

3.1. Verwendete Zellen

In dieser Arbeit wurden humane embryonale Nierenzellen (engl. Human embryonic kidney,
HEK293), Hela-Zellen und priméare Fibroblasten verwendet. Die HEK293- und Hela-Zellen
wurden kommerziell erworben (Leibniz Institut DSMZ, Braunschweig). Die Primarfibroblasten
zur Untersuchung der TPC2 SNPs wurden von Prof. Dr. Carola Berking und Kollegen (Klinik
und Poliklinik fir Dermatologie und Allergologie der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen)
von gesunden erwachsenen Probanden isoliert und fur die Zellkultur vorbereitet. Fiur die
Cholesterinakkumulationsversuche wurden folgende Fibroblasten verwendet: Wildtyp (WT,
GMO00969), MLIV-2527 (MCOLN1VS3-2A>GIVS3-2A>G. GM02527) und MLIV-2048 (MCOLN1VS*
2A>GIEx1-delT. G\V02048) (alle Coriell Institut, Camden/USA), MLIV-F408A (MCOLN{1F408AVS3-2A>C)
[95] und MLIV-T121M (MCOLN1T#2MTL2IM: 7y Verfliigung gestellt von Prof. Marquardt,

Universitatsklinikum Minster).

3.2. Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter der Sterilbank HERAsafe KSP 18 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham/USA) durchgeftihrt und alle verwendeten Verbrauchsmaterialien wurden
von der Firma Sarstedt (NUmbrecht) geordert. HEK293- und Hela-Zellen wurden kultiviert in
Gibco Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) + GlutaMAX™ Medium (1 g/L D-Glucose,
Thermo Fisher Scientific), versetzt mit 10 % fetalem Kalberserum (FBS, Thermo Fisher
Scientific), 100 U Penicillin/mL und 100 pg Streptomycin/mL (Sigma-Aldrich, St. Louis/USA).
Die Transfektion der Zellen erfolgte mit Turbofect (Thermo Fisher Scientific). Hierfir wurden
1 pg Plasmid in 100 uL DMEM gegeben und anschlieBend 2 pL Turbofect addiert. Nach
15 Minuten Inkubationszeit wurde die Mischung auf die zu transfizierenden Zellen gegeben.
Die Fibroblasten fiir die Patch-Clamp-Experimente wurden kultiviert in DMEM + GlutaMAX™
Medium (4,5 g/L D-Glucose, Thermo Fisher Scientific), versetzt mit 10 % FBS (Thermo Fisher
Scientific), 100 U Penicillin/mL und 100 pg Streptomycin/mL (Sigma-Aldrich). Die Fibroblasten
fur die zellularen Assays wurden kultiviert in DMEM + GlutaMAX™ Medium (1 g/L D-Glucose,
Thermo Fisher Scientific), versetzt mit 15 % FBS (Thermo Fisher Scientific), 100 U
Penicillin/mL und 100 pg Streptopmycin/mL (Sigma-Aldrich).
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3.3. Molekularbiologische Arbeiten

3.3.1. Plasmide

Die kodierende humane TPC2- bzw. TRPML1-DNA-Sequenz wurde jeweils in einen
pcDNA3.1(+)-Plasmid-Vektor mit C-terminalem gelb-fluoreszierendem Protein (engl. yellow
fluorescent protein, YFP) kloniert und damit das humane TPC2- bzw. TRPML1-Protein in
HEK293- und Hela-Zellen Uberexprimiert. Die verschiedenen Mutationen wurden jeweils
mittels site-directed mutagenesis in die entsprechenden Plasmide eingebracht. Hierfiir wurde
das QuikChange II-Kit (Agilent Technologies, Santa Clara/USA) nach Herstellerangaben in
Verbindung mit geeigneten Oligonukleotid-Primern (Metabion international, Planegg)

verwendet. Eine Auflistung der verwendeten Primer ist im Anhang zu finden.

3.3.2. Sequenzierung der Spenderfibroblasten

Um mogliche TPC2 SNPs in den Spenderfibroblasten detektieren zu kénnen, wurde zunachst
die genomische DNA der Zellen isoliert. Hierfir wurde das PureLink Genomic DNA Kit
(Invitrogen, Waltham/USA) nach Herstellerangaben verwendet. AnschlieRend wurden die zu
untersuchenden DNA-Abschnitte mit einer Q5-Polymerase (New England Biolabs, Frankfurt
am Main) und geeigneten Primern in einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) vervielfaltigt.
Das PCR-Produkt wurde anschlieRend in einem 1,5 % Agarosegel (Carl Roth, Karlsruhe)
aufgetrennt, die entsprechende Bande ausgeschnitten und mit dem QIAquick Gel Extraktion
Kit (Qiagen, Hilden) aus dem Gel geldst. AbschlielRend wurden der TPC2 Genotyp mittels
Sanger-Sequenzierung (Eurofins, Planegg) bestimmt. Die fur die PCR-Vervielfaltigung

verwendeten Primer sind im Anhang zu finden.

3.4. Analyse von Genomdatensatzen

Fur die Analyse der SNPs wurden die Daten des 1000GP-Datensatzes und der
Primatengenome Uber die Datenbanken des National Center for Biotechnology Information auf
www.ncbi.nim.nih.gov abgerufen, die Daten des gnomAD-Datensatzes wurden auf
www.gnomad.broadinstitute.org eingesehen. Der Zugriff erfolgte zuletzt im Mai 2020.
Mutationen ohne direkte Auswirkungen auf die Proteinsequenz, wie synonyme Mutationen und

Mutationen im Intron, wurden von der Analyse ausgeschlossen.
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Die mittlere Allelhdufigkeit wurde wie folgt errechnet [1]: Zunachst wurde jedem
Sequenzierergebnis ein numerischer Wert zugeordnet. Handelte es sich um einen WT, wurde
der Wert 0 zugeordnet, bei einer heterozygoten Probe wurde der Wert 0,5 vergeben und bei
einem homozygoten SNP der Wert 1. Aus den Werten der einzelnen Stichproben wurde
anschliel3end die mittlere Allelhaufigkeit berechnet.

Fur die evolutionare Betrachtung des TPC2-Proteins wurden die Genomsequenzierdaten von
fossilen Funden aus 19 verschiedenen Publikationen entnommen (siehe [1]). Dabei wurden
nur Proben inkludiert, die eine Sequenzierhaufigkeit von mindestens funf aufwiesen. Der
phylogenetische Baum wurde mittels Neighbor-Joining-Algorithmus der MEGA X Software auf
Basis der FASTA Sequenzen der NCBI Gene Database erstellt [1, 98]. Fir die
Zusammenfassung aller MLIV-Patienten wurde die HGMD Professional Database [87] und die
Clinvar-Database [99] zuletzt im Juni 2021 nach Mutationen in MCOLN21 durchsucht. In der
Auswertung wurden alle Patienten mit Mutationen auf beiden Allelen inkludiert, auch wenn
MLIV nicht direkt diagnostiziert wurde. Auch hier wurden synonyme und Intron-Mutationen
ausgeschlossen.

3.5. Endolysosomale Patch-Clamp-Technik

Fur die elektrophysiologische Charakterisierung wurde die Methodik des endolysosomalen
Patch-Clamps angewendet [1, 100]. Die zu messenden Zellen wurden 60 bis 96 Stunden vor
der Messung auf Poly-L-Lysin-(0,1 %)-beschichtete Glasdeckglaser ausgesat. Die Trans-
fektion der HEK293-Zellen erfolgte circa 36 Stunden vor der Messung, hierfir wurde das
jeweilige Protein-YFP-Plasmid mit Turbofect (Thermo Fisher Scientific) nach Hersteller-
protokoll verwendet. Die Zellen wurden Uber Nacht mit Vacuolin-1 (1 upM, Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg) behandelt und dadurch die Lysosomen auf eine Gréf3e von bis zu
10 um vergroRert. Nach der Freilegung des Lysosoms aus der Zelle mit einer Isolierpipette
konnte die lysosomale Membran gepatcht werden.

Der verwendete zytosolische Puffer, in dem sich die Zellen zum Zeitpunkt der Messung
befanden, enthielt 140 mM K-MSA, 5 mM KOH, 4 mM NacCl, 0,39 mM CaCl,, 1 mM EGTA und
10 mM HEPES. Die L6sung wurde mittels KOH auf einen pH von 7,2 eingestellt. Falls nétig
wurde eine Einstellung der Osmolaritat mit D-Glucose bis zu einem Zielwert von 300 mosmol/L
vorgenommen. Die lysosomale Lésung, mit der die Messpipette befiillt wurde, enthielt 140 mM
Na-MSA, 5 mM K-MSA, 2 mM Ca-MSA, 1 mM CacCl2, 10 mM HEPES und 10 mM MES. Die
Lésung wurde mittels NaOH auf einen pH von 4,6 eingestellt.

Fur die Messpipetten wurden Kapillaren aus Borosilikatglas (AuRendurchmesser 1,5 mm,

Innendurchmesser 0,75 mm, Sutter Instruments, Novato/USA) in einem 6-stufigen Protokoll
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von einem P-97 Micropipetten-Puller (Sutter Instruments) gezogen und anschliel3end an einer
MF-830 Microforge (Narishige, Tokyo/Japan) poliert. Sie wiesen bei der Messung einen
Widerstand von 5-10 MQ auf.

Fur die Detektion der Strome wurden der EPC-10 Patch-Clamp-Verstéarker in Verbindung mit
der PATCHMASTER Software (beides HEKA Elektronik, Lambrecht) verwendet. Die Daten
wurden mit 40 kHz digitalisiert und mit einer Tiefpassfilterfrequenz von 2,8 kHz gefiltert.
Schnelle und langsame kapazitive Transienten wurden durch die Kompensationsschaltung
des EPC-10-Verstarkers aufgehoben. FiUr die Messungen wurden alle 5 Sekunden eine
Spannungsrampe von -100 bis +100 mV Uber einen Zeitraum von 500 ms angelegt und der
jeweilige Spannungsamplitudenwert bei -100 mV als Messwert genommen. Das Haltepotential
der Messungen lag bei -60 mV fir Messungen des TPC2-Kanals und bei 0 mV fir Messungen
des TRPML1-Kanals. Alle Auswertungen wurden mit der Software OriginPro9 (OriginLab
Corporation, Northampton/USA) durchgefihrt.

3.6. Analyse der GWAS-Datenbankeintrage

Alle homozygoten TPC2 SNPs wurden auf mogliche Assoziationen mit Phanotypen untersucht
[1]. Dafir wurden folgende Kennnummern verwendet: rs72928978 (TPC2V??), rs3750965
(TPC2K378R) ' 1561746574 (TPC263%70) rs35264875 (TPC2M484L) 152376558 (TPC2L°64P),
rs78034812 (TPC2S%8) und rs3829241 (TPC2C67%E), Alle eingetragenen Assoziationen der
SNPs aus dem GWAS-Catalog [101] und dem Type 2 Diabetes Knowledge Portal (T2DKP)
[102] wurden ausgewertet, der letzte Zugriff erfolgte im Mai 2020. Die gefundenen Merkmale
wurden nach dem p-Wert sortiert, Mehrfachnennungen entfernt und Datenséatze ohne Odds
Ratio oder Effektgréf3e ausgeschlossen. Falls nétig, wurde die Odds Ratio in Effektgrof3e
umgewandelt [103], um eine homogene Darstellung zu ermdglichen. Die fiinf Phanotypen mit
der hoéchsten Assoziation fiir jeden SNP wurden mit GraphPad Prism 9.1 (GraphPad Software,
San Diego/USA) in Forest-Plots dargestellt. Die verwendeten Daten wurden aus
unterschiedlichen Konsortien entnommen (beispielsweise UK biobank eBMD, GIANT, GoT2D
und DIAMANTE) und wiesen Stichprobengrdf3en von 1997 bis 898130 auf.
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3.7. Konzentrationstoleranztest der TPC2-Agonisten

MLIV-T121M Fibroblasten wurden in eine 96-Well-Platte (3000 Zellen pro Well) ausgesat. Am
folgenden Tag wurden die Zellen mit 1 %, 10 %, 30 %, 50 % bzw. 100 % der vorgeschlagenen
ECso der potenziellen Agonisten [51] fur 24, 48 bzw. 72 Stunden inkubiert und anschlieend
die Uberlebensrate mittels des CellTiter-Blue Reagenz bestimmt [104]. Dafiir wurden die
Zellen fur 3 Stunden mit CellTiter-Blue (Promega, Mannheim) inkubiert und anschliel3end die
Fluoreszenz (560nmg/600nmeyn) mit einem Infinite M200 PRO Platten-Reader (Tecan,
Mannedorf/Schweiz) gemessen. Als interne Kontrolle wurde Dimethylsulfoxid (DMSO)
verwendet und als Leerprobe das Zellkulturmedium. Die Arzneistoffe Amitriptylin (#PHR1384),
Chlorpromazin (#C0982) Clomipramin (#C7291) and Desipramin (#D3900) wurden von Sigma
Aldrich geordert, Riluzol (#0768) von Tocris Bioscience (Bristol/UK).

3.8. Filipin-Farbung von unverestertem Cholesterin

Die Zellen wurden mit dem fluoreszierenden cholesterinbindenden Polyen-Antibiotikum Filipin
angefarbt, um die Cholesterinakkumulationen sichtbar zu machen [105]. Die zu unter-
suchenden Fibroblasten wurden zunachst auf Glasdeckglaser in 24-Well-Platten ausgesét und
am nachsten Tag (Abb. 8) bzw. nach 72 Stunden Inkubation mit den verschiedenen Agonisten
(30 uM in DMSO, Abb. 9) wurde die Filipin-Farbung durchgefiihrt. Hierfir wurden die Zellen
zunachst zwei Mal mit kalter phosphatgepufferter Salzldsung (PBS) gewaschen und mit 4 %
Paraformaldehyd (in PBS, beides Thermo Fisher Scientific) fir 15 Minuten fixiert. Nach 10-
minutiger Inkubation mit Ammoniumchlorid (5 mM) wurden die Zellen in einer feuchten,
abgedunkelten Kammer flir eine Stunde bei Raumtemperatur mit 0,05 mg/mL Filipin in PBS
(alles Sigma-Aldrich) gefarbt. AnschlieBend wurden die Zellen zwei Mal mit PBS gewaschen
und der Zellkern angefarbt. Hierfir wurden die Zellen fir weitere 30 Minuten mit einer
TO-PRO-3-Lésung (1:500 in PBS, Invitrogen) inkubiert. Nach zwei weiteren Waschschritten
mit PBS wurden die Deckglaser auf Objekttragern fixiert und mikroskopiert. Die Bilder wurden
an einem Konfokalmikroskop LSM 880 (Zeiss, Jena) mit 40x Olobjektiv und einer Wellenlange
von 405 nm (Filipin) bzw. 633 nm (TO-PRO-3) aufgenommen. Die Quantifizierung der
durchschnittlichen Filipinintensitéat pro Zelle erfolgte mit der ImageJ Software (National
Institutes of Health, Bethesda/USA).
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3.9. Lactosylceramid-Transport Assay

Die WT- und MLIV-T121M-Fibroblasten wurden in 200 pyL Vollimedium auf Glasdeckglaser in
24-Well-Platten ausgesat und am darauffolgenden Tag wurde der Lactosylceramid (LacCer)-
Transport Assay durchgefihrt [106]. Hierflr wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und
fur 1 Stunde bei 37 °C mit 25 pM LacCer (BODIPY FL C5-Lactosylceramide, Invitrogen) in
einem serumfreien Kulturmedium inkubiert. Nach einem zweifachen Waschschritt mit PBS
wurden die Zellen fir weitere zwei Stunden mit DMEM-Vollmedium inkubiert. Abschliel3end
wurden die Zellen drei Mal mit PBS gewaschen und phenolrot-freies Medium fir die Aufnahme
der Bilder auf die Zellen gegeben. Die Bilder wurden in einer auf 37 °C vorgeheizten Kammer
mit einem 40x Olobjektiv bei Wellenlange 488 nm an einem Konfokalmikroskop LSM 880
(Zeiss) aufgenommen. Die Quantifizierung der LacCer-Punkte pro Zelle erfolgte mit der
ImageJ Software (National Institutes of Health).

3.10. Statistische Auswertungen

Fur alle statistischen Analysen wurde die Software GraphPad Prism 9.1 (GraphPad Software)
verwendet. Statistische Tests wurden bei Versuchen mit n > 3 durchgefihrt, fir die eine
Gauss’sche Normalverteilung angenommen wurde. Fir die Einzelvergleiche zwischen WT
(bzw. Referenz) und den jeweiligen genetischen Variationen wurden ungepaarte Student’s T-
Tests durchgefihrt. Fir die Vergleiche der TPC2-Agonisten mit den jeweiligen DMSO-
Kontrollen wurden einfache ANOVAs mit anschlie@enden Dunnett’'s bzw. Bonferroni-Tests
geprift. Die Signifikanzniveaus der Ergebnisse wurden entsprechend gekennzeichnet
(*p <.05,* p<.01, ** p<.001, ****p<.0001).
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4. Ergebnisse

Die Ergebnisse der Kapitel 1 bis 3 wurden bereits im Januar 2021 in der wissenschaftlichen
Fachzeitschrift PLoS Genet publiziert [1] und werden hier zur Beantwortung der Uber-
geordneten Fragestellung erneut ausgefiihrt. Bei den Ergebnissen der Kapitel 4 bis 6 handelt
es sich um bisher unverdéffentlichte Daten.

4.1. Genetische Variation in TPC2

Um das Auftreten und die globale Verteilung der genetischen Variationen in TPC2 zu
untersuchen, wurden die Sequenzierergebnisse von 2504 Probanden aus 26 Populationen
des 1000GP-Datensatzes ausgewertet. Die TPC2-Sequzenz (63 SNPs, Abb. 1a) zeigte eine
deutlich hdhere genetische Varianz im Vergleich zu den verwandten endolysosomalen
lonenkandlen TPC1 (33 SNPs), TPRML1 (34 SNPs), TRPML2 (34 SPNs) und TRPML3
(31 SNPs) [1]. Der lonenkanal TPC3 wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht, da er
im menschlichen Genom ein Pseudogen darstellt [107]. Unter den insgesamt 63 SNPs mit
direkter Auswirkung auf die Proteinsequenz, konnten sieben als homozygote Varianten
identifiziert werden: TPC2V219! TPC2K376R  TPC26G3870  TpC2M484L  TPC2-564F TPC2568l und
TPC2¢734E (Abb. 1a und 1b). Diese homozygoten Varianten traten dabei in unterschiedlicher
ethnischer oder geografischer Verteilung auf. Die SNPs TPC2V21%! TPC2M484L ynd TPC26734E
traten am haufigsten in europaischen, TPC25581t (iberwiegend in ostasiatischen Populationen
auf (Abb. 1c). Bei der Betrachtung der durchschnittlichen Allelhaufigkeit der einzelnen
Varianten fiel auf, dass die Variante TPC2-°%%" einen besonders hohen Wert zeigte. Sie wies
eine durchschnittliche européische Allelhdufigkeit von 0,987 auf (Abb. 1c) und zeigte auch in
den meisten anderen Bevolkerungsgruppen eine hohe Verteilung (Abb. 1d). Die Analyse der
Sequenzierergebnisse aus weiteren Datenbanken, wie z.B. der gnomAD und des SGDP,
bestétigte die hohe genetische Varianz von TPC2 im Vergleich zu den anderen verwandten

lysosomalen lonenkanalen sowie die hohe globale Haufigkeit von TPC2-%54F [1].
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Abbildung 1: Analyse der Sequenzierdaten des 1000GP.

(a) Mittlere Allelhaufigkeit aller homozygoten (farbig markiert) und heterozygoten TPC2 SNPs, die zu einer
Aminoséauresubstitution fuhren. (b) Positionen der homozygoten SNPs im Protein. (c) Mittlere Allelhaufigkeit aller
homozygoten SNPs gruppiert nach Kontinent. (d) Globale Verteilung von TPC2564F, Jeder Kreis symbolisiert eine
Population. WeiR reprasentiert den Anteil an Individuen mit homozygoten TPC2-%64 in einer Population, rot zeigt
den Anteil an Individuen mit homozygoten TPC2564F, rosa zeigt den Anteil an heterozygoten Individuen. Publizierte

Abbildung [1].

Um weitere Informationen zur Variation von Position 564 zu sammeln, wurden im nachsten
Schritt Sequenzierdaten von fossilen Funden untersucht. Hierfur wurden die Ergebnisse von
43 Fossilien ausgewertet, die dem modernen Homo Sapiens, den Denisova-Menschen oder
den Neandertalern zugeordnet werden [1]. Auffallig war, dass auch in dieser Stichprobe die

beiden Aminosauren Lysin und Prolin an Position 564 im TPC2-Protein zu finden waren, Prolin
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jedoch die haufigere Variante darstellte (Abb. 2a). Das Auftreten und die Verteilung der beiden
Aminosauren in den Fossilien des modernen Homo Sapiens der letzten 50.000 Jahre glich
somit der Verteilung in der heutigen Bevolkerung (Abb. 1c). Da die Anzahl der fossilen Funde
von Denisova-Menschen und Neandertalern begrenzt ist, konnten in diesen Populationen
keine Schlussfolgerungen uber die Verteilung der Aminosaure 564 gezogen werden. In der
Proteinsequenz von verwandten Primatenarten schien die Aminosaure Prolin ebenfalls die

dominierende Variante an Position 564 im TPC2-Protein zu sein (Abb. 2b).
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Abbildung 2: TPC2 im Laufe der Evolution.

(@) Sequenzierergebnisse von Position 564 in fossilen Funden. Jedes Dreieck symbolisiert eines von 43
sequenzierten fossilen Fundstiicken. Ein ausgefiilltes Dreieck reprasentiert eine homozygote TPC2-564 Probe, ein
leeres Dreieck reprasentiert eine homozygote TPC2'%%* Probe, ein halbausgefiilltes Dreieck symbolisiert einen
heterozygoten Fund. Dargestellt sind Fundstiicke, die dem modernen Homo Sapiens (blau), den Denisova-
Menschen (rot) oder den Neandertalern (griin) zugeordnet werden. Der Zeitstrahl zeigt die experimentell ermittelte
Datierung der Fundsticke aus der jeweiligen Publikation (siehe [1]). (b) Vergleich der Proteinsequenz des
menschlichen Referenzgenoms mit der im Referenzgenom von verwandten Primatenarten. Publizierte Abbil-
dung [1].
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4.2. Funktionelle Charakterisierung der TPC2 SNPs

Laut der kirzlich veréffentlichten Kryo-EM-Struktur des humanen TPC2 befindet sich
Aminosaure 564 auf dem 11S4-S5 Linker, einer Schleife, die bei der Offnung des Kanals eine
Umstrukturierung erfahrt [43]. Um mdogliche funktionelle Auswirkungen einer Aminoséaure-
substitution an dieser Stelle auf die Kanalfunktion zu udberprufen, wurden die beiden
Konstrukte TPC2-%54 (= WT) und TPC2“54" mittels endolysosomaler Patch-Clamp-Methodik
untersucht. Hierfir wurden beide Varianten mit Hilfe eines YFP-getaggten Plasmids in
HEK293-Zellen Uberexprimiert und die Lysosomen uber Nacht mit Vacuolin-1 vergroR3ert.
Nach Freilegung des Lysosoms mit einer Isolierpipette konnte die lysosomale Membran
gepatcht und die lonenstrome nach Aktivierung mit dem endogenen Agonisten PI(3,5)P2
gemessen werden. Im direkten Vergleich der Kanalleitfahigkeit konnte kein Unterschied
zwischen TPC2%* und TPC2-%%4F festgestellt werden (Abb. 3a). Obwohl eine Variation an
Position 564 somit keinen direkten Einfluss auf den Kanalfunktion zu haben scheint, zeigen
die Genomdaten einen Einfluss auf das Vorhandensein weiterer Variationen. So war in
Verbindung mit TPC2-%%4P die Anzahl und die Haufigkeit zusatzlicher SNPs deutlich erhoht, im
Gegensatz zu TPC2%%4, in dessen Verbindung nur die Variante TPC258L in vereinzelten

Populationen gefunden werden konnte (Abb. 3b).
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Abbildung 3: Position 564.

(a) Reprasentative Patch-Clamp-Messungen von PI(3,5)Pz-induzierten Strémen (1 uM) und dem anschlieRenden
Block mit ATP (ImM) in TPC2'564-YFP- bzw. TPC2'%64P-YFP-liberexprimierenden HEK293-Lysosomen. (b) Allel-
haufigkeit von weiteren homozygoten SNPs in Verbindung mit TPC2-564 bzw. TPC2-564", Publizierte Abbildung [1].
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In weiteren Patch-Clamp-Messungen wurde festgestellt, dass die Variante TPC2-5%4" eine
Voraussetzung fur die in der Literatur bereits beschriebene gesteigerte Kanalfunktion von
TPC2M484L zu sein scheint. So waren die PI(3,5)P2-induzierten Stréme von TPC2M484 nyr
erhoht, wenn diese Variante in Verbindung mit TPC2%4" auftrat (Abb. 4a und 4j). Trat
TPC2M484L in Verbindung mit TPC2°%* auf, konnte kein signifikanter Unterschied zu den
Stromen in den Zellen mit TPC2-%%4 gemessen werden (Abb. 3a, 4b und 4j).

Um das Phanomen der Abhangigkeit der gesteigerten TPC2M484_Kanalfunktion von der
Aminosaure Prolin an Position 564 genauer zu untersuchen, wurde eine Reihe von
Mutagenesen in diesem Bereich des Proteins durchgefuhrt. Zunachst wurden die beiden
angrenzenden Aminosauren von Position 564, K563 und M565, jeweils gegen ein Prolin
ausgetauscht, wobei keine der beiden Varianten in einer erhdhten Aktivierung resultierte [1].
Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob auch die Aminosaure Glycin, die ebenfalls einen
leicht helix-brechenden Effekt aufweist, die gesteigerte Aktivierung von TPC2M484 vermitteln
kann. Dazu wurde das Kontrakt TPC2M484UL%64G yntersucht, jedoch zeigte auch diese Variante
keine erhohten lonenstrome (Abb. 4i und 4j). Aufgrund dieser Experimente kann geschlossen
werden, dass das Vorhandensein von Aminosdure Prolin an Position 564 eine ndtige
Voraussetzung zu sein scheint, damit die gesteigerten Kanalfunktion von TPC2M484 vermittelt
werden kann.

Neben dem SNP TPC2M484 zeigten zwei weitere Varianten erhohte lonenstrome nach
Aktivierung mit PI(3,5)P2: TPC2%376R ynd TPC2%%8’® (Abb. 4c, 4d und 4j). Die aktivierten
lonenstrome der beiden anderen homozygot vorkommenden Varianten, TPC2V2®' und
TPC2S%8lL (Abb. 4e und 4g), zeigten keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zu den
Stromen der TPC2'%4-Zellen (Abb. 3a). Jedoch zeigte TPC25¢%I eine Tendenz zu einer
erhohten basalen Aktivitat im Vergleich zur TPC2%%4-Kontrolle (Abb. 4g und 4j). Da TPC2V?1¥
Uberwiegend zusammen mit TPC2M484L auftritt (siehe nachfolgendes Kapitel), wurde auch
diese Doppelmutation getestet. Es konnte jedoch kein signifikanter Einfluss von TPC2V2%' quf
die gesteigerten Kanalfunktion von TPC2M484L festgestellt werden (Abb. 4a, 4f und 4j). Alle
untersuchten Varianten zeigten eine vergleichbare Lokalisation im Lysosom und es konnten

keine Unterschiede in der Expression der Konstrukte festgestellt werden [1].
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Abbildung 4: Effekt von PI(3,5)P2 auf die TPC2 SNPs.

(a-i) Reprasentative Messungen von PI(3,5)Pz-induzierten Stromen (1 uM) und dem anschlieBenden Block mit ATP
(1 mM) in HEK293-Lysosomen, die verschiedene YFP-getaggte SNPs liberexprimieren (j) Statistische Zusammen-
fassung der Patch-Clamp-Daten. Gezeigt werden die durchschnittlichen Stromdichten bei -100 mV (Mittelwerte +

Standardfehler). Publizierte Abbildung [1]

PI(3,5)P,
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Um die im Uberexpressionssystem in HEK293-Zellen gemessenen Daten zu bestatigen,
wurden die Patch-Clamp-Messungen in endogen exprimierenden Zellen wiederholt. Dafur
wurden zunachst 136 humane Spender [71] genotypisiert und 9 geeignete Fibroblasten-
zelllinien fur die anschlieRenden Messungen ausgewahlt. Alle Spender waren europaisch-
kaukasischer Herkunft und homozygot fir TPC2-%4" (Abb. 5a), womit die hohe durch-
schnittliche Allelhaufigkeit in dieser Population bestétigt werden konnte (Abb. 1b). Die Variante
TPC2S%8lL die hauptsachlich im ostasiatischen Raum auftrat, konnte in keinem Spender
nachgewiesen werden. Drei der vier ausgewahlten Spender mit TPC2M484L (Spender 1, 2, 5,
8) und der Spender mit TPC2C¢7**E waren blond, was in Ubereinstimmung mit der bisher
veroffentlichten Literatur war, in der fur diese beiden SNPs eine héhere Wahrscheinlichkeit fur
eine blonde Haarfarbe beschrieben worden war [71, 108]. Zudem waren je ein Spender
homozygot fir TPC2X376R (Spender 4) und fur TPC2%%70 (Spender 7) sowie zwei Spender
jeweils heterozygot fur diese beiden SNPs (Spender 3 und 9, Abb. 5a). Es konnte unter den
insgesamt 136 genotypisierten Spendern nicht eine Person ohne einen SNP in TPC2
identifiziert werden, die als WT-Kontrolle verwendet werden konnte. Dies bestatigte zusatzlich
die hohe genetische Varianz dieses lonenkanals.

Die endolysosomalen Patch-Clamp-Messungen zeigten signifikant héhere Strome in den
TPC2M484L_Fibroblasten im Vergleich zu Spender 3, der keine homozygoten SNPs enthielt und
somit als Referenz verwendet wurde (Abb. 5b). In den Fibroblasten der Spender 4 und 7
konnten ebenfalls signifikant hthere Strome im Vergleich zu Spender 3 gemessen werden,
wobei diese jedoch geringer ausgepragt waren als die Strome in den TPC2M484L-Fibroblasten.
Diese geringe Aktivitatserhhung der Fibroblasten mit TPC2X376R und TPC2¢387P jst in Uberein-
stimmung mit den Messdaten aus dem Uberexpressionssystem in HEK293-Zellen.
Zusammengefasst kann gesagt werden, dass die Messergebnisse der endogen
exprimierenden Zellen sowohl die Erkenntnisse aus dem Uberexpressionssystem bestétigen
als auch die hohe genetische Varianz dieses lonenkanals untermauern, welche die Analyse

der genomischen Datenbanken ergab.
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Abbildung 5: TPC2 SNPs in humanen Fibroblasten.

(a) Genotypisierungsergebnisse der ausgewéhlten Spenderfibroblasten. + symbolisiert einen homozygoten SNP,
+ einen heterozygoten Genotyp. (b) Statistische Zusammenfassung der lysosomalen Patch-Clamp-Daten von
humanen Spenderfibroblasten, aktiviert mit PI(3,5)P2 (10 pM). Gezeigt werden die durchschnittlichen Stromdichten
bei -100 mV (Mittelwerte + Standardfehler). Publizierte Abbildung [1].

4.3. TPC2 SNPs in GWAS-Datenbanken

Nach der funktionellen Charakterisierung der TPC2 SNPs wurde eine mdgliche (patho-)
physiologische Relevanz untersucht. Dies wurde anhand der Assoziationen der einzelnen
SNPs mit relevanten Phanotypen in publizierten GWAS evaluiert. Zunachst wurde der
GWAS-Catalog ausgewertet, eine Datenbank, in der die Ergebnisse aus Uber 5000
Publikationen aus dem Bereich der Populationsgenetik kuratiert sind. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 1 dargestellt. Bei GWAS-Studien spricht man generell von genomweiter Signifikanz
ab einem p-Wert < 5 x 10® [109]. Dementsprechend konnten in dieser Datenbank fir drei
homozygote SNPs, TPC2V21® TPC2M484 ynd TPC2¢7**E, Publikationen mit genomweiter
Signifikanz fir ein bestimmtes Merkmal gefunden werden. Bei zwei SNPs, TPC2V2'% und
TPC2M484L wurden Publikationen Uber eine Verbindung mit T2DM aufgefiihrt (Tab. 1).



Ergebnisse 36

Tabelle 1: TPC2 SNPs im GWAS-Catalog

SNP Kennung p-Wert OR? Merkmal PM-1D?
6 x 1048 1,391 Braune vs. schwarze Haarfarbe 30531825
V219l | rs72928978 | 2x10%® 0,952 Typ 2 Diabetes mellitus 29632382
(bereinigt um BMI)
5x 107 0,952 Typ 2 Diabetes mellitus 29632382
K376R rs3750965 3x107 - Haarfarbe 20585627
4 x 1030 2,49 Blonde vs. schwarze Haarfarbe 18488028
M484L rs35264875
2x10°® 0,935 Typ 2 Diabetes mellitus 29632382
5x 10188 1,269 Blonde vs. braune/Schwarze Haarfarbe 30531825
3 x 103 - Knochenmineraldichte der Ferse 30595370
8 x 1062 - Knochenmineraldichte der Ferse 30598549
G734E (3829241 9 x 1051 - Knochenmineraldichte der Ferse 30048462
5x 102 - *Knochenmineraldichte der Ferse 28869591
Knochenmineraldichte der Ferse
-13 -
6 x 10 (Frauen) 28869591
2% 109 i Knochenmlnerflldlchte der Ferse 28869591
(Ménner)

1 Odds Ratio; 2 Pubmed-Identifikationsnummer der Quelle; Daten veréffentlicht in [1]

Um die Assoziation dieser und aller anderen SNPs mit T2DM genauer zu untersuchen, wurde
als nachstes das T2DKP ausgewertet. In diesem Portal werden menschliche genetische
Informationen gesammelt, die mit T2DM und verwandten Merkmalen in Verbindung stehen.
Alle Assoziationen der TPC2 SNPs aus Tabelle 1 und dem T2DKP wurden ausgewertet und
die funf Phanotypen mit der héchsten Assoziation fir jeden homozygoten SNP grafisch in
Forest-Plots dargestellt (Abb. 6a-6g). Die dabei gezeigte Effektgrofe beschreibt das erhdhte
Risiko fiir einen bestimmten Phanotyp, das durch die genetische Variante vermittelt wird. Eine
positive Effektgrof3e signalisiert eine direkte Assoziation zwischen SNP und Phanotyp, eine
negative Effektgrof3e signalisiert eine indirekte Assoziation.

Aus den Eintragen der beiden Datenbanken konnte somit eine genomweite Signifikanz fur die
Assoziation der SNPs TPC2V219! TPC2M484L ynd TPC2¢734E mit Haarpigmentation entnommen
werden (Abb. 6a, 6d und 6g). Zusatzlich zeigte TPC2C673E eine Assoziation mit veranderter
mineralischer Knochendichte und TPC2V'% mit einem verminderten Risiko fir T2DM. Es gab
aulerdem Hinweise in mehreren Studien bzw. Datenséatzen fur eine Assoziation von
TPC2M84L mit einem verminderten Risiko fir T2DM, jedoch wurde dabei keine genomweite
Signifikanz erreicht (p = 9.64 x 108im Datensatz aus T2DKP und siehe Tabelle 1). Neben der
erhohten mineralischen Knochendichte, konnte fiir TPC2¢734E eine genomweite Signifikanz fur
die polygene Eigenschaft KérpergroRe gefunden werden, womit diese Variante im Gegensatz
zu dem SNP TPC2X¥76R gstand, der mit verminderter Knochenmineraldichte und erhéhter

Kdrpergrol3e assoziiert wurde (Abb. 6b).
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Bei der Interpretation der Daten von TPC2V?¥' ist zu beachten, dass bei einer Untersuchung
zur Unabhéangigkeit der SNPs aufgefallen ist, dass TPC2V%% in allen Uberpriifbaren
sequenzierten Genomen ausschlieBlich in Verbindung mit TPC2M484L auftrat (Abb. 6h), was
auch in den humanen Fibroblasten bestétigt werden konnte (Abb. 5a). Aufgrund der
funktionellen Charakterisierung von TPC2V21®" (Abb. 4e) stellt sich die Frage, ob die mit
TPC2V21 assoziierten Phanotypen vielleicht auf das gemeinsame Auftreten mit TPC2M484L
zurtickzufiihren sind. Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die TPC2 SNPs mit
unterschiedlichen Phanotypen in Assoziation gebracht werden konnten, unter anderem mit

Haarfarbe, T2DM, Knochendichte und Kérpergrél3e.
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Abbildung 6: GWAS-Analyse der TPC2 SNPs.

(a-f) Die funf Phanotypen mit der héchsten Assoziation aus GWAS-Catalog und T2DKP fiir jeden homozygot
vorkommenden SNPs. Die EffektgréRe ist dargestellt als Mittelwert mit 95 %-Konfidenzintervall. Die Farbe spiegelt
die statistische Signifikanz wider, dunkelrot signalisiert eine genomweite Signifikanz. (h) Die TPC2 SNPs in
Kombination mit TPC2M484L Publizierte Abbildung [1].
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4.4. Ubersicht aller Patienten mit MCOLN1 Mutationen

Mutationen im lonenkanal TRPML1 werden als die Ursache fir die autosomal-rezessiv
vererbte lysosomale Speicherkrankheit MLIV angesehen. Alle in der Literatur beschriebenen
oder in Genom-Datenbanken gelisteten Patienten wurden in der folgenden Grafik (Abb. 7)
zusammengefasst [87, 99]. Jedes Symbol reprasentiert ein Individuum, das entweder mit MLIV
diagnostiziert wurde oder Mutationen auf beiden Allelen im Gen MCOLNL1 aufwies.

Die Krankheit wurde zum ersten Mal 1974 beschrieben [110] und in den darauffolgenden
Jahren wurden Uberwiegend Patienten mit aschkenasisch-judischem Hintergrund diag-
nostiziert. Am haufigsten traten bei diesen Patienten die beiden Griindermutationen, die
Splei3stellenmutation ¢.406-2A>G und die ~6 kb-Deletion ¢.511del6434 (auch AJ major bzw.
AJ minor genannt), auf. In neueren Publikationen wurden Uberwiegend nicht-judische
Patienten mit zahlreichen neuen Mutationen beschrieben [111-113]. Bei den meisten homo-
zygoten Patienten wurde eine Blutsverwandtschaft der Eltern berichtet. Aufgrund der
autosomal-rezessiven Vererbung dieser Krankheit kann es bei genetisch nah verwandten
Paaren mit zahlreichen Kindern zu mehreren betroffenen Nachkommen in einer Familie
kommen. Dieser Fall war bei verschiedenen arabischen und pakistanischen Familien
beschrieben worden [91, 114, 115]. Es wurde auch von Patienten mit Mutationen auf beiden
MCOLNL1 Allelen berichtet, die nicht mit MLIV diagnostiziert worden sind. Beispielsweise wies
ein franzoésischer Patient die beiden Mutationen Q278* und ¢.681-19A<C und einen typischen
MLIV-Phanotyp auf, die Diagnose MLIV wurde jedoch nicht gestellt [116]. Insgesamt wurden
bisher 72 Patienten mit 50 unterschiedlichen pathogenen Mutationen im MCOLN1 Gen in der

Literatur beschrieben oder in Datenbanken hinterlegt.
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Abbildung 7: Ubersicht aller Patienten mit diagnostizierten Mutationen in MCOLNL.

Symbole mit zwei identischen Seiten représentieren einen homozygoten Patienten, verschiedene Seiten einen
heterozygoten Patienten. Symbole mit nur einer Seite zeigen Patienten, die mit MLIV diagnostiziert worden sind,
fur die jedoch keine Informationen zum anderen Allel verfligbar waren. Patienten mit aschkenasisch-jidischem
Hintergrund (AJ) wurden gesondert dargestellt und Patienten ohne Herkunftsangaben wurden als ,nicht-jidisch
(NJ) oder keine Angaben® beschriftet. Rot hinterlegte Mutationen wurden im Zuge dieser Arbeit genauer untersucht.

4.5. Charakterisierung der Mutation TRPML1T2M

Im Dezember 2019 wurde im Universitatsklinikum Minster eine 19-jahrige deutsche Patientin
jesidisch-kurdischer Herkunft mit der Krankheit MLIV diagnostiziert. Die Patientin leidet unter
einer stark nachlassenden Sehleistung und der Laborbefund zeichnet ein typisches MLIV-Bild:
Eisenmangelanamie, verminderte Eisen- und Ferritinkonzentrationen im Blut, reduziertes
Erythrozytenvolumen und reduzierte korpuskuldre Hamoglobinkonzentration [117]. Die Pa-
tientin weist jedoch eine sehr milde Form dieser Krankheit auf. Sie kann ohne Hilfsmittel laufen
und mit der AuRenwelt kommunizieren, was den meisten anderen MLIV-Patienten nicht
moglich ist. Die Sequenzierung ihres Genoms ergab, dass die Patientin homozygot fur die bis
dahin unbekannte Mutation TRPML1™2™™ ist, Um eine mogliche Erklarung fur den milden
Verlauf der Patientin zu finden, wurde eine funktionelle Charakterisierung der Mutation
durchgefinhrt.

Zunachst wurde die subzellulare Lokalisation des TRPML1™2™-Proteins im Vergleich zum

TRPML1"T-Protein im Uberexpressionssystem in Hela-Zellen betrachtet. Wahrend fir das
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TRPML1YT-Protein eine Kolokalisation mit LysoTracker Deep Red (Ly-DR) in sauren
Organellen beobachtet werden konnte, zeigte das Protein mit der Mutation TRPML1™2M eine
unspezifische Lokalisation im gesamten Zellkérper (Abb. 8a).

Die von der Patientin entnommenen Fibroblasten zeigten die zu erwartenden typischen
Charakteristika von MLIV-Zellen: Autofluoreszenz (nicht gezeigt), mit Filipin farbbare endo-
lysosomale Cholesterinakkumulationen (Abb. 8b) und einen gestdrten LacCer-Transport
(Abb. 8c). LacCer wird in gesunden Zellen tber einen Clathrin-unabhénigen Mechanismus
aufgenommen und zum Golgi-Apparat transportiert. Anstatt des vorwiegend perinuklearen
Musters von LacCer in WT-Zellen [118] zeigten die Fibroblasten der Patientin punktférmige,
Uber den gesamten Zellkoper verteilte LacCer-Ansammlungen in den endolysosomalen
Strukturen. Zusatzlich wurden Patch-Clamp-Messungen an den isolierten Lysosomen
durchgefuhrt. Obwohl die Ly-DR-Farbung auf eine unspezifische Lokalisation des Proteins mit
der Mutation TRPML1™?!™ hindeutete, konnten endogene einwartsgerichtete Stréme an der
lysosomalen Membran nach Aktivierung des Kanals mit den beiden TRPML1-Agonisten
EVP169 und ML-SA1 [105] detektiert werden. Die gemessenen Strome waren allerdings
deutlich niedriger als die Strome in vergleichbaren TRPML1"T-Messungen (Abb. 8d).
Zusatzlich war es maoglich, in TRPML1™2M-YEP-(iberexprimierenden HEK293-Zellen
fluoreszierende, mit Vakoulin-1-vergrofl3erte Lysosomen zu isolieren (Abb. 8e). Dies deutete,
zumindest fir einen Teil des Proteins, auf eine korrekte Lokalisation in der lysosomalen
Membran hin. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es sich bei TRPML1™2™™ um eine
Mutation handelt, die zu einer Fehllokalisation des lonenkanals fiihrte, es jedoch Hinweise auf

eine Restfunktion des Kanals in der lysosomalen Membran gab.
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(a) Reprasentative Bilder der subzellularen Lokalisation des TRPML1WT- und des TRPML1T*?M-Proteins. YFP-
getaggte Plasmide uUberexprimiert in Hela-Zellen fir 24 Stunden und anschlieRende Inkubation mit Ly-DR
(Verdiinnung 1:10.000, Invitrogen) fiir 30 min. Quantifizierung des Manders” Koeffizienten fur die Uberlappung von
LyTr-DR und YFP mit dem Image J JACoP plugin. Die Mal3stabsleiste zeigt 10 pum. Fir die zellulare Lokalisation
von TRPML1F4%82 siehe [95]. (b-c) Reprasentative Bilder und Statistik zu Filipin-Assay auf unveresterte Cholesterine
und LacCer-Transport Assay in WT- und Patientenfibroblasten. (d) Reprasentative Patch-Clamp-Messungen von
ML1-SA1- und EVP169-induzierten Stromen (10 uM) in Patienten- und WT-Kontrollfibroblasten. () TRPML1WT-
YFP- und TRPML1™2M-YEP-Plasmid Uberexprimiert in HEK293-Zellen mit durch Vacoulin-1 vergroRerten
Lysosomen. Alle Fehlerbalken werden als Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

4.6. TPC2-Aktivierung in MLIV-Patientenfibroblasten

Da auch eine exogene Aktivierung des TRPML1-Kanals der Patientin nur zu einer minimalen
Steigerung der lonenstrome fihrte, eignet sich der lonenkanal selbst nicht als direkte
Zielstruktur fur eine Therapie mit niedermolekularen Molekilen. Aus diesem Grund wurde ein
neuer Ansatz getestet: Fihrt eine Aktivierung von TPC2 anstatt TRPML1 zu einer
Verbesserung des zellularen Phanotyps von MLIV-Patienten?

Stellvertretend daftr wurde der Effekt von verschiedenen TPC2-Agonisten auf die mit Filipin
gefarbten Cholesterinakkumulationen in den Lysosomen von MLIV-Patientenfibroblasten
ermittelt. Verwendet wurde der kirzlich publizierte, selektive TPC2-Agonist TPC2-A1-P [50]
sowie einige andere, bereits zugelassene Arzneistoffe, die in Patch-Clamp-Messungen eine
Aktivierung von TPC2 zeigten [51]. Es handelte sich dabei um die trizyklischen Antidepressiva
Amitriptylin, Clomipramin und Desipramin, um das Neuroleptikum Chlorpromazin sowie um
Riluzol, einen Arzneistoff, der in der Behandlung von Amyotropher Lateralsklerose zum
Einsatz kommt. Da die mittleren effektiven Konzentrationen (ECso) der Patch-Clamp-
Messungen [51] zu toxisch fiir die Zellen Uber einen Inkubationszeitraum von mehreren Tagen
waren, musste zunachst ein Konzentrationstoleranztest durchgefiihrt werden (Abb. 9a). Mit
den neu ermittelten Konzentrationen wurden die Zellen dann fur 72 Stunden inkubiert und
anschlielend der Effekt auf die endolysosomale Cholesterinakkumulation in den Zellen
untersucht. Wahrend TPC2-A1-P zu einer effektiven Senkung der Cholesterinansammlungen
in den Patientenfibroblasten fuhrte, konnten mit den anderen TPC2-Agonisten keine
Auswirkungen auf den Cholesterinphanotyp festgestellt werden (Abb. 9b).

Um zu testen, ob auch Patientenfibroblasten mit anderen TRPML1-Mutationen eine
Phanotypverbesserung nach TPC2-Aktvierung zeigen, wurde der Assay an weiteren Zellen
wiederholt. Insgesamt wurde der Assay an den folgenden fiinf Patientenzelllinien durchgefihrt:
MLIV-2527 und MLIV-2048 stammen von Patienten mit den Griindermutationen, die deshalb
kein funktionsfahiges TRPML1-Protein exprimieren und einen typischen MLIV-Phanotyp
zeigen. Die Zellen MLIV-F408A exprimieren einen korrekt im Lysosom lokalisierenden Kanal,

bei dem die Aminosaure Phenylalanin an Position 408 fehlt, was zu einer Funktions-
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beeintrachtigung des Kanals fuhrt und daraus resultierend zu einem MLIV-Phé&notyp mit
vergleichsweise milder Auspragung. AufRerdem wurden die Fibroblasten MLIV-T121M der
deutschen MLIV-Patientin und, zur Kontrolle, WT-Fibroblasten getestet. In allen Zellen, mit
Ausnahme der WT-Zellen, konnte eine signifikante Reduzierung der Cholesterinakkumulation
in den Lysosomen durch Inkubation mit TPC2-Al-P festgestellt werden (Abb. 9c¢). Eine
TRPML1-Aktivierung mit MK6-83 und ML-SA1l fuhrte nur bei MLIV-F408A zu einer
Verbesserung des Phéanotyps, was bisher veroffentlichte Ergebnisse bestétigte [95]. Aus
diesem Grund scheint die Aktivierung von TPC2 mit dem Agonisten TPC2-Al-P ein
vielversprechender therapeutischer Ansatz fir die Reduzierung von angehauftem
lysosomalem Speichermaterial zu sein und somit eine mdgliche Therapieoption fur die
Behandlung von MLIV-Patienten, unabhangig von den zugrundeliegenden Mutationen in
TRPMLL1.
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Abbildung 9: Effekt von TPC2-Al-P auf die Cholesterinakkumulation in Patientenfibroblasten.

(a) Konzentrationstoleranztest von TPC2-A1-P und anderen postulierten TPC2-Agonisten auf Patientenfibroblasten
nach 24, 48 bzw. 72 Stunden. Die jeweils héchste Konzentration entspricht etwa der vorgeschlagenen ECso.
Ermittelt wurde der Anteil der Uberlebenden Zellen mittels CellTiter-Blue. (b) Effekt von TPC2-Agonisten auf die
Cholesterinakkumulation
gekennzeichnete Tests waren nicht signifikant. (c) Effekt von TPC2-A1-P, MK6-83 und ML-SA1 (30 puM, Inkubation
fur 72 Stunden) auf die Cholesterinakkumulation in WT und verschiedenen Patientenfibroblasten, visualisiert durch
Filipin. Alle Fehlerbalken werden als Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

in Patientenfibroblasten nach 72h

Inkubation,

visualisiert durch Filipin.

Nicht



Diskussion 46

5. Diskussion

Die biomedizinische Forschung konzentriert sich zunehmend auf ein besseres Verstandnis
der funktionellen Auswirkungen von Genomvariationen auf die Gesundheit des Menschen.
Dabei wird beispielsweise untersucht, welche Polymorphismen einen Einfluss auf die Reaktion
gegeniber Umwelteinflissen oder den Metabolismus und die Nebenwirkungen von
Arzneistoffen besitzen [18-20, 119]. AufRerdem wird versucht zu entschlisseln, welche
Mutationen im menschlichen Genom Hauptrisikofaktoren fir bestimmte Erkrankungen
darstellen [120] oder genetisch bedingten Krankheiten zu Grunde liegen.

Auch die Lysosomen sind in den letzten Jahren mehr und mehr in den Fokus der
medizinischen Forschung geriickt und gelten heute als potenzielle therapeutische Zielstruktur
fur eine Vielzahl von Erkrankungen. Um neue, auf das Lysosom abzielende Therapiestrategien
entwickeln zu konnen, ist ein tiefgehendes Verstandnis der Funktions- und Regulations-
mechanismen des Lysosoms unumganglich. Dazu gehort auch der Einfluss von genetischen
Variationen auf die Funktionen der lysosomalen lonenkanéle, die fiir eine korrekte
Lysosomenfunktion unerlasslich sind.

Die vorliegende Arbeit stellt die erste systematische Analyse von Polymorphismen im
lysosomalen lonenkanal TPC2 dar. Es wurden Datensatze mit bis zu 140.000 Genomen aus
verschiedenen Populationen ausgewertet, wobei gezeigt werden konnte, dass TPC2 eine
hohere genetische Variabilitat aufweist als verwandte lysosomale lonenkanéle [1]. Neben den
beiden bereits in der Literatur beschriebenen SNPs konnten finf weitere homozygote
Varianten in mindestens 1 % der Bevdlkerung mit einer ausgepragten ethnischen und
geografischen Verteilung gefunden werden. Wahrend flr einige Varianten kein Einfluss auf die
Kanalaktivitat beobachtet werden konnte, zeigten die beiden Varianten TPC2X37¢R yund
TPC2%%8P eine gesteigerte Sensitivitat gegentiber dem endogenen Liganden PI(3,5)P2, was
bereits zuvor fir den SNP TPC2M484 pheschrieben worden war [71]. Ein anderer SNP stach
aufgrund seiner breiten globalen Verbreitung heraus: Die Variante TPC2-°%4F zeigte eine hohe
durchschnittliche Allelhaufigkeit und war auf globaler Ebene die dominantere Isoform
gegentiber der im Referenzgenom hinterlegten Variante TPC2Y%4 Auch in den 43
untersuchten fossilen Funden und in den Referenzgenomen von verwandten Primatenarten
dominierte TPC2°%%". Diese Ergebnisse deuten auf eine evolutionar bewahrte hohe
Verbreitung der Aminosaure Prolin an Position 564 im TCP2-Protein hin [1]. Zudem konnte
festgestellt werden, dass in Verbindung mit TPC2%¢4" die Anzahl und die Haufigkeit anderer
SNPs deutlich erhéht war, wohingegen in Verbindung mit TPC2%%4 nur die Variante TPC25681t

gefunden werden konnte. Eine mdogliche Erklarung hierfir kdnnte sein, dass der SNP
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TPC2%%" phylogenetisch &lter ist als die anderen SNPs und diese auf dessen Basis
entstanden sind.

Zwar zeigte TPC2-%4" in endolysosomalen Patch-Clamp-Messungen keinen direkten Einfluss
auf die Kanalfunktion, jedoch wurde festgestellt, dass TPC2-°%*F eine Voraussetzung flr die
gesteigerte Kanalfunktion von TPC2M#84L darstellte, und somit essentiell ist fur die erhohte
Wahrscheinlichkeit dieses SNPs fiir geringere Pigmentierung und blonder Haarfarbe [70]. Nur
mit der Aminosaure Prolin an Position 564 zeigte TPC2M484 eine gesteigerte Sensitivitat
gegenlber PI(3,5)P,. War an Position 564 ein Leucin zu finden, trat dieser Effekt nicht auf.
Eine mogliche Erklarung fir dieses Phéanomen liefert die Kryo-EM-Struktur des humanen
TPC2-Kanals, die interessanterweise den SNP TPC2%%4P enthalt [43]. Aus dieser geht hervor,
dass sich Position 564 auf einer Schleife vor der 11S4-S5-Linker-Helix befindet, und somit direkt
zwischen der Aminoséure an Position 484 und der Kanalpore. Bei Kanaloffnung erfahrt diese
Schleife eine Umstrukturierung und die drei Aminoséuren vor der [1IS4-S5-Linker-Helix (K563,
P564 und M565) werden Teil der Linker-Helix. Diese strukturelle Neuordnung ermdglicht es
dem 11S4-S5-Linker bei Kanaltffnung nach auflen zu schwingen und somit Platz fur die
Porendilatation zu schaffen. Eine mogliche Erklarung fir den beobachteten Effekt ist, dass
TPC2M484L die Wirkung der PI(3,5)P.-Aktivierung verstarkt, jedoch eine Signaltransduktion
durch TPC254" erforderlich ist, um die Porenerweiterung zu bewirken. Die TPC2M484L.
assoziierte gesteigerte Kanalfunktion wird somit durch den TPC25¢4"-kodierenden 11S4-S5-
Linker Ubertragen und die Kanalpore bei Aktivierung mit PI(3,5)P. weiter erweitert [1]. Ein
Ersatz des helix-initierenden Prolins durch ein Leucin wiirde diese Linker-Helix-Verlangerung
dramatisch beeinflussen und so die gesteigerte Kanalfunktion nicht vermitteln. Um dieses
Modell zu bestétigen und den Mechanismus genauer zu untersuchen, ware eine vergleichbare
Kryo-EM von TPC2 mit TPC2-°¢* erforderlich [1].

In der anschlielenden Metaanalyse zur physiologischen Relevanz konnten die gefundenen
SNPs von TPC2 mit unterschiedlichen Phanotypen in Assoziation gebracht werden, unter
anderem mit Haarfarbe, T2DM, Konchendichte und KérpergréRe [1]. Interessanterweise sind
dies physiologische Funktionen, bei denen bereits zuvor die Rolle von TPC2 diskutiert worden
war. Die Funktion von TPC2 in Osteoklasten und bei der Pigmentierung konnte bereits
experimentell nachgewiesen werden [45, 56], wobei die dargestellten Ergebnisse der vor-
liegenden Arbeit die physiologische Relevanz des lonenkanals TPC2 in diesen Zellen nun
unterstreichen. Inwieweit die SNPs die anderen diskutierten physiologischen Funktionen von
TPC2 oder andere, mit dem endolysosomalen System in Verbindung stehende, Krankheiten
beeinflussen, bleibt zu untersuchen. So konnte eine gesteigerte Kanalfunktion einen
Risikofaktor darstellen und beispielsweise die Anfalligkeit fur Infektionen mit dem bakteriellen
Cholera Toxin, dem Ebolavirus oder SARS-CoV-2 erhtéhen [121, 122]. Da die TPC2-Aktivitat

mit der Glukose-Homoostase in Verbindung gebracht wird, konnte eine verdnderte
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TPC2-Aktivitat auch mit der Entwicklung von Diabetes mellitus korrelieren [1]. Ein Einfluss der
SNPs auf den Verlauf von Krebs- oder Fettlebererkankungen ist ebenfalls denkbar [69].
Angesichts ihrer direkten funktionellen Auswirkungen auf die Kanalaktivitdt sowie der
Verbindung zwischen der Kanalfunktion und den verschiedenen Erkrankungen, sind solche
Korrelationen nicht unwahrscheinlich [1].

Um diese und weitere Funktionsuntersuchungen von TPC2 durchzufihren, werden die neu
entdeckten pharmakologischen Hilfsmittel nitzlich sein. Zwei Forschergruppen haben
unabhangig voneinander TPC2-Agonisten entwickelt, entweder durch Umwidmung von bereits
zugelassenen Arzneistoffen [51] oder durch das Screening nach neuen hochwirksamen
Agonisten [50]. Auch eine Vielzahl von TPC2-Antagonisten steht flr weitere Experimente zur
funktionellen und physiologischen Charakterisierung von TPC2 zur Verfiigung [104, 123, 124].
Die Antagonisten werden vor allem in der Erforschung von Krankheiten Verwendung finden,
in denen sich in der Vergangenheit NAADP-Antagonisten als vorteilhaft erwiesen haben, wie
zum Beispiel Morbus Parkinson, Krebs oder Arrhythmien [67]. Zusammengefasst zeigen die
vorliegenden Ergebnisse die evolutionare Entstehung einer Vielfalt von SNPs im TPC2-Protein
mit unterschiedlichen funktionellen Auswirkungen, die fir die Manifestation und das
Fortschreiten von TPC2-assoziierten Krankheiten von Bedeutung sein kdnnten [1].

Neben dem lonenkanal TPC2 gibt es hunderte weiterer Proteine in oder an der lysosomalen
Membran [39]. Fur viele dieser Proteine sind der Einfluss auf das Lysosom, deren
Stoffwechselwege oder die daraus resultierenden physiologischen Funktionen nur wenig
erforscht. Ein lysosomales Membranprotein, welches Gegenstand intensiver Forschung ist, ist
der lysosomale lonenkanal TRPML1, dessen Fehlfunktion mit der seltenen lysosomalen
Speicherkrankheit MLIV in Verbindung steht. Die ersten beschriebenen Falle dieser Krankheit
waren Patienten aschkenasisch-jiudischen Ursprungs mit den beiden Grindermutationen, die
entsprechend als AJ major and AJ minor bezeichnet werden. Da die Heterozygotenfrequenz
der beiden Mutationen in dieser Bevdlkerungsgruppe bei 1:100 liegt [125], wurde MLIV in die
genetische Beratung fUr aschkenasisch-jldische Paare mit Kinderwunsch aufgenommen. Bei
der Erstellung der Patienten-Ubersicht konnte festgestellt werden, dass der Anteil der judisch-
stammigen Patienten in der Literatur Gber die Zeit zuriickgegangen ist, was vermutlich auch
auf die genetische Beratung fur die betroffenen Paare zurlickzufihren ist.

Aufgrund der unspezifischen Symptome und der unterschiedlichen Auspréagungen in den
verschiedenen Patienten wird die Krankheit oft als Zerebralparese oder isolierte Netz-
hautdystrophie fehldiagnostiziert [89]. Mit der Mdglichkeit zur Molekulardiagnose durch die
Entdeckung des krankheitsverursachenden Gens [126] und des leichteren Zugangs zu
Genomsequenzierungen als Teil der molekulardiagnostischen Routine ist davon auszugehen,
dass in Zukunft die betroffenen Patienten haufiger und friher diagnostiziert werden [127]. Dies

wird es letztendlich auch Patienten mit milderen Symptomen, welche kein typisches MLIV-Bild
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zeigen, ermdoglichen, eine Diagnose zu erhalten [115]. Vor allem im Hinblick auf den
progressiven Charakter der Krankheit ist eine frihzeitige Diagnose wichtig, um eine
bestmdgliche Behandlung der Patienten zu gewahrleisten und eine genetische Beratung der
betroffenen Familien zu ermdglichen.

Denn obwohl die ersten psychomotorischen Symptome von MLIV bereits meist gegen Ende
des ersten Lebensjahrs zu beobachten sind, werden viele Patienten - vor allem solche mit
milderem MLIV-Phanotyp - erst spat im Laufe ihres Lebens diagnostiziert. Fir die in
Kapitel 4.5. beschriebene jesidisch-kurdische Patientin mit der neuen Mutation TRPML1T2M
wurde die Diagnose MLIV im Alter von 19 Jahren gestellt. Sie war aufgrund ihrer
nachlassenden Sehleistung an das Universitatsklinikum Muinster verwiesen worden, wo die
Krankheit per molekulardiagnostischen Tests nachgewiesen wurde. Da ihr dank ihres milden
Verlaufs die Kommunikation mit ihren behandelnden Arzten moglich ist, kann sie der
Forschungsgemeinschaft wertvolle Einblicke in ihr korperliches Befinden und ihre durch die
Krankheit verursachten Einschrankungen geben. Die Fibroblasten der Patientin zeigten die
typischen Charakteristika von MLIV-Zellen, wie Autofluoreszenz, Cholesterinakkumulationen
und LacCer-Transportdefekte. Uberraschenderweise konnten kleine Restionenstrome in den
Patch-Clamp-Messungen an der lysosomalen Membran beobachtet werden, obwohl das
TPRML1-Protein mit der Mutation TRPML1™?™ eine unspezifische Lokalisation im gesamten
Zellkdrper zeigte. Die gemessenen Strome waren zwar deutlich niedriger als die Strome in
vergleichbaren WT-Messungen, bei einer kompletten Fehllokalisation des Proteins wiirde man
jedoch tberhaupt keine durch TRPML1-Agonisten aktivierbaren lonenstrome erwarten.

Um die funktionellen Auswirkungen der Mutation TRPML1™2™ einordnen zu konnen, bietet
sich ein Blick auf die Tertiarstruktur des Kanals an. Im TRPML1-Protein liegt Aminosaure 121
auf einer fir TRPML-Kanale charakteristischen lysosomalen Schleife zwischen erster und
zweiter Transmembrandoméne [128]. Diese Schleife bildet eine dichtgepackte Ringstruktur,
die aus einer elektronegativen Kanalporenschleife und einer flachen Umrandung an der
Oberseite der luminalen Pore besteht. Drei andere beschriebene MLIV-verursachende
Mutationen, L106P, C166F und T232P, befinden sich ebenfalls auf dieser Schleife und zeigen
eine Storung der Tetramerenbildung und daraus resultierend eine diffuse Verteilung in der
Zelle sowie geringe bzw. keine lonenstrome bei Patch-Clamp-Experimenten [79]. Damit geben
sie die Charakteristiken der Mutation TRPML1™2!™ wieder. Es ist denkbar, dass ein Austausch
der Aminosaure Threonin durch die grol3ere, unpolare Aminosdure Methionin die intra-
molekularen Interaktionen stért und es daraus folgend zu einer reduzierten Kanalstabilitat
durch fehlerhafte Zusammensetzung des Tetramers kommt, was vermutlich der Grund fur die
Fehllokalisation des Kanals in der Zelle darstellt. Die vorliegenden Patch-Clamp-Ergebnisse
deuten jedoch darauf hin, dass zumindest ein Teil des Proteins korrekt in der lysosomalen

Membran lokalisiert wird, durch den die verminderten lonenstrome vermittelt werden. Dies wird
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auch durch die Tatsache gestitzt, dass es mdglich war, gelb fluoreszierende, mit Vakoulin-1-
vergroRerte Lysosomen aus TRPML1™™M-YEP-{iberexprimierenden HEK293-Zellen zu iso-
lieren. Dies war beispielsweise bei TRPML1“*4’P-YFP-Uberexprimierenden Zellen, einer
anderen Variante, die ebenfalls zu einer Fehllokalisation des Proteins fuhrt [95], nicht der Fall.
Somit ist von einem Verbleib eines Anteils des TRPML1™?M-Proteins in der lysosomalen
Membran auszugehen. Eine dadurch vermittelte Restfunktion des Kanals kdnnte eine
Erklarung fir den bemerkenswert milden Krankheitsverlauf dieser Patientin liefern.

Dass auch eine durchgefihrte Genomsequenzierung nicht zwingend zu einer Diagnose mit
MLIV fihrt, zeigt das Beispiel eines anderen Patienten. In der Literatur wurde von einem
franzésischen Patienten berichtet, der Mutationen auf beiden MCOLNL1 Allelen besitzt (Q278*
und ¢.681-19A<C) [116]. Beide Mutationen fuhren zu einem verfrihten Stopp-Codon und es
konnte keine signifikante RNA-Expression des Kanals detektiert werden. Obwohl der Patient
typische MLIV-Symptome wie Hornhauttriibung und psychomotorische Einschrankungen
zeigt, wurden nur die Mukolipidosen I, Il und Il mittels verfliigbaren enzymatischen Tests
untersucht. Da kein Enzymmangel in den Blutleukozyten vorlag, wurden diese Erkrankungen
ausgeschlossen. In der Publikation wird nicht erwéhnt, ob eine Diagnose mit MLIV in Betracht
gezogen oder ob der Plasmagastrinspiegel, ein eindeutiger Biomarker fir MLIV, untersucht
worden ist. Ob der Patient aus Unkenntnis tber die seltene Krankheit MLIV nicht diagnostiziert
oder ob die Krankheit aus anderen, nicht genannten Grunden, ausgeschlossen wurde, konnte
auch nach Rucksprache mit den Autoren nicht geklart werden. Der Patient wurde unter den
beschriebenen Symptomen (Cerebellar ataxia, hyperreflexia, external opthalmoparesis,
bilateral corneal clouding, and abnormal behaviour) in der Datenbank abgelegt und taucht
dementsprechend nicht in den MLIV-Datenbanken auf [87]. Es ist anzunehmen, dass es viele
weiterer solcher unterdiagnostizierten Falle gibt und vor diesem Hintergrund schatzt die ML4
Foundation, trotz bisher nur 72 in der Literatur beschriebenen Personen, die Zahl der
weltweiten MLIV-Patienten auf etwa 2000 (Dr. Rebecca Oberman, ML4 Foundation, mindliche
Kommunikation am 26.2.2021).

Bis dato existiert keine Therapie fur Patienten mit der Krankheit MLIV. Der naheliegendste
mogliche Therapieansatzpunkt ist der lonenkanal TRPML1 selbst, der als ein Hauptregulator
des zellularen Transports gilt und dessen Aktivitatssteigerung moglicherweise zu einer
verstarkten Exozytose des angehauften lysosomalen Speichermaterials fuhrt [53]. Es wurden
bereits niedermolekulare Molekile beschrieben, die die reduzierte Aktivitat des lonenkanals
bei gewissen Punktmutationen kompensieren und somit eine Fehlfunktion ausgleichen kénnen
[95]. Flhrt jedoch eine Mutation zu einer fehlerhaften Lokalisation oder ist die generelle
Expression des Kanals gestort, ist eine Behandlung mit TRPML1-Agonisten fir diese
Patienten nicht sinnvoll. Fur die Behandlung von anderen lysosomalen Speicherkrankheiten

wurden bereits verschiedene Enzymersatz- und Chaperontherapien zur Anwendung am
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Menschen zugelassen [129, 130]. Da MLIV jedoch nicht auf ein defektes lysosomales Enzym
zurtickzuftihren ist, sondern auf eine Fehlfunktion des lonenkanals TRPML1, sind diese
Behandlungen fur MLIV-Patienten nicht zielfihrend; umgekehrt jedoch kénnte die Eigenschaft
von TRPML1 lysosomale Exozytose und Autophagie zu fordern fur verschiedenste lysosomale
Speicherkrankheiten therapeutisch ausgenutzt werden.

Auf der Suche nach neuen therapeutischen Strategien fur MLIV lag es nahe, statt der direkten
Aktivierung von TRPML1 den Kompensationseffekt des verwandten lonenkanals TPC2 zu
testen. Die Kandle weisen gemeinsame Merkmale auf: Es handelt sich bei beiden um nicht-
selektive lonenkandle, jeweils permeabel fir Kalzium und Natrium, mit ahnlicher zellularer
Lokalisation sowie Aufgaben und einer jeweiligen Aktivierung durch den endogenen Liganden
PI(3,5)P2. Aus diesem Grunde wurde tberpruft, ob eine Aktivierung von TPC2 die Fehlfunktion
von TRPML1 in MLIV-Patientenzellen kompensieren kann und dadurch positive Auswirkungen
auf den zellularen Phénotyp hat. Ein typisches Merkmal von MLIV-Zellen ist eine Stérung des
Lipidtransports vom Lysosom zum Golgi Apparat [118]. Um die veranderte zellulare Cho-
lesterinhomdostase zu untersuchen [105], wurde zur Visualisierung das fluoreszierende
cholesterinbindende Polyen-Antibiotikum Filipin benutzt. In Abb. 9c konnte gezeigt, werden,
dass eine Aktivierung von TPC2 mit TPC2-A1-P zu einer Reduktion der charakteristischen
endolysosomalen Cholersterinakkumulationen in allen MLIV-Patientenfibroblasten fuhrte,
unabhangig von den zugrundeliegenden Mutationen. Eine mogliche Erklarung fir den
beobachteten Rettungseffekt auf das lysosomale Speichermaterial ist die Steigerung der
lysosomalen Exozytose durch die Aktivierung mit TPC2-A1-P [50]. Weitere Untersuchungen
des Mechanismus sowie ein moglicher Effekt von TPC-Al1-P auf andere MLIV-Charakteristika,
wie zum Beispiel den LacCer-Transport, bleibt in zusatzlichen zellularen Assays zu
untersuchen.

Der Filipin-Assay wurde auch mit den anderen postulieren TPC2-Agnosten durchgefiihrt. Die
in Patch-Clamp-Experimenten ermittelten ECso von Amitriptylin, Clomipramin und Desipramin,
Chlorpromazin, und Riluzol [51] waren jedoch bereits nach wenigen Stunden zu toxisch fir die
Zellen, was vermutlich auf Off-Target-Effekte zurlickzuftihren ist. Es handelt sich bei diesen
Agonisten um bereits zugelassene Arzneistoffe, deren klinisch verwendete Konzentrationen
teilweise deutlich unter den experimentell ermittelten ECso fir TPC2 lagen. So findet
beispielsweise Riluzol Verwendung in der Klinik in Konzentrationen von 30 nM bis 4.11 yM
[131], die ermittelte ECso fur TPC2 lag bei 181 uM. Wurden die Konzentrationen dieser
Arzneistoffe so reduziert, dass sie von den Zellen Uber 72 Stunden toleriert worden sind,
konnte kein Effekt auf die lysosomale Cholesterinakkumulation in MLIV-Patientenfibroblasten
festgestellt werden. Somit konnte nur mit dem Agonisten TPC2-A1-P ein positiver Effekt auf
die Cholesterinakkumulation in den Fibroblasten beobachtet werden. In einem n&chsten

Schritt ist zu Uberprifen, ob sich diese Ergebnisse auch in den von MLIV besonders betroffen
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Zellen wie Neuronen oder Zellen des zentralen Nervensystems wiederholen lassen und ob in-
vivo Auswirkungen auf das MLIV-Mausmodel zu beobachten sind. Die vorliegenden
Ergebnisse zeigen, dass eine Aktivierung von TPC2 mit dem Agonisten TPC2-A1-P ein neues
vielversprechendes therapeutisches Ziel fir die Reduzierung von lysosomalem Speicher-
material und somit moglichweise fir Behandlung von MLIV darstellt.

Die Anwendung des TPC2-Agonisten fur andere Erkrankungen, die auf einen Defekt des
lysosomalen Transportsystems zurlickzufihren sind, ist ebenfalls denkbar. Dazu zéhlen
neben weiteren lysosomalen Speicherkrankheiten auch verschiedene neurodegenerative
Erkrankungen [129, 132]. Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine Steigerung der
lysosomalen Exozytose bei Multiplem Sulfatase-Mangel, bei Mukopolysaccharidose IlIA oder
bei Morbus Parkinson positive Auswirkungen auf den Abbau von angesammeltem Zellmaterial
hat [133, 134]. Es ware interessant, den Agonisten in diesen Zellmodellen zu testen, jedoch
sind weitere Untersuchungen zur Aufklarung der genauen Aktivierungsmechanismen des
Kanals und der Auswirkungen des Agonisten auf die verschiedenen lysosomalen Funktionen
notig.

AbschlieRend bleibt festzuhalten, dass sich die beiden lonenkanédle TPC2 und TRPML1 als
zukunftstrachtige therapeutische Angriffspunkte fir eine Vielzahl von im Moment noch
unbehandelbaren Krankheiten prasentieren. Aufgrund ihrer zentralen Lage in der Membran
des Lysosoms und der damit einhergehenden Beteiligung an vielen zellularen Prozessen sind
sie nicht nur fur die Behandlung von MLIV interessant, sondern auch fur andere Erkrankungen
mit lysosomal-autophagosomaler Beteiligung. Dazu zahlen beispielweise Morbus Parkinson,
Morbus Alzheimer oder Erkrankungen wie Krebs und Autoimmunerkrankungen, bei denen das
Lysosom wichtige physiologische Funktionen erftillt [34, 129, 135, 136].

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass im menschlichen Genom zahlreiche genetische
Variationen in den beiden lonenkanalen auftreten. Es ist bekannt, dass selbst einfache
Veranderungen an der Proteinsequenz komplexe funktionelle Folgen haben kénnen. Dennoch
wurden in den bisher verdffentlichten Publikationen zur Untersuchung des lonenkanals TPC2
sehr unterschiedliche polymorphe Varianten verwendet [71]. Die vorliegenden Ergebnisse
zeigen, dass die entdeckten genetischen Variationen einen erheblichen Einfluss auf die
physiologische Funktion der beiden lonenkandle und somit Auswirkungen auf die
Funktionalitat des gesamten Lysosoms haben konnen. Dies sollte bei der zuklnftigen
Erforschung der Kanéle und der Entwicklung von Therapien mit lysosomalem Ansatzpunkt

bedacht werden.
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Anhang

Amplifizierungsprimer
TPC2- Primer vorwarts Primer rickwérts FragmentgréiRe

SNP [bp]

Vv219I GCCCCCAGGGTTTCATTTGT GAGTCCGCACATGGGTTAGG 427
K376R GGTGAAGTCAGTTTGCGCC AAGGTGAGCGCCCTCGAA 444
G387D GCCATGATGGAGGTACCCG GTTCCCCAGGTGATCAAGGG 381
M484L GGTGTTCCTGGTGCTGGA ACAGCCTCTAGTCCTCAGGG 393
L564P GCCTGACAGGCTGTGTGG ACTCCAGTGCATAACCCGCC 303
S681L GTGCTCTTGCTTTGCTCATC CGACTCTCCCATCAAAGTTCC 246
G734E GGCCACCTACCAGATGACT CGGACGTCACCTGCACAG 789

Mutageneseprimer

CA

TPC2- Primer vorwérts Primer rickwarts
SNP
V219l CGGAAATGGCCAGCATCGGGCTGCTGCTG | GGCCAGCAGCAGCCCGATGCTGGCCATTTC
GCC CG

K376R | GCTGGACAGCTCCCACAGACAGGCCATGA | CTCCATCATGGCCTGTCTGTGGGAGCTGTC
TGGAG CAGC

G387D AAGGTGCGTTCCTACGACAGTGTTCTGCT GCTGACAGCA

GTCAGC GAACACTGTCGTAGGAACGCACCTT
M484L GTGTACTACCTGTTGGAGCTGCTGCTCAA | GGCAAAGACCTTGAGCAGCAGCTCCAACAG
GGTCTTTGCC GTAGTACAC
L564P GCGTATCATCCCCAGCATGAAGCTGATGG | GGCCACCACGGCCATCAGCTTCATGCTGGG
CCGTGGTGGCC GATGATACGC
S681L GTGGTGGCTGGTGTTGTCTGTCATCTGGG CCCAGATGACAGACAACACCAGCCACCAC
G734E GGATATTCTGGAGGAGCCCGAGGAGGATG | CTCTGTGAGCTCATCCTCCTCGGGCTCCTCC
AGCTCACAGAG AGAATATCC
L564A ATCATCCCCAGCATGAAGGCGATGGCCGT | CACCACGGCCATCGCCTTCATGCTGGGGAT
GGTG GAT
L564G ATCATCCCCAGCATGAAGGGGATGGCCGT | CACCACGGCCATCCCCTTCATGCTGGGGAT
GGTG GAT

M562P | GCGTATCATCCCCAGCCCGAAGCTGATGG | CACGGCCATCAGCTTCGGGCTGGGGATGAT
CCGTG ACGC

K563P TATCATCCCCAGCATGCCGCTGATGGCCG | CACCACGGCCATCAGCGGCATGCTGGGGAT
TGGTG GATA

M565P CCAGCATGAAGCTGCCGGCCGTGGTGGC | TGGCCACCACGGCCGGCAGCTTCATGCTGG
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