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Zusammenfassung

Mit dem Begriff ,Neuronale Ceroid-Lipofuszinose“ (NCL) wird eine Gruppe von seltenen
neurodegenerativen lysosomalen Speichererkrankungen zusammengefasst, die vornehmlich
im Kindesalter auftreten [15, 20, 23]. Obwohl es sich um seltene Erkrankungen handelt, ist
die NCL die haufigste neurodegenerative Erkrankung bei Kindern und Jugendlichen.
Verschiedene Arbeitsgruppen im UKE beschaftigen sich daher seit Jahren intensiv und
interdisziplinar mit diesen fatalen neurodegenerativen Erkrankungen. Die verschiedenen
NCL Formen werden entsprechend des betroffenen Gens in CLN1-CLN8 und CLN10-CLN14
klassifiziert [20, 23]. Alle NCL Erkrankungen sind durch eine intrazellulare Akkumulation von
Speichermaterial als Folge einer lysosomalen Dysfunktion, eine progrediente
Neurodegeneration und einen vorzeitigen Tod der betroffenen Patienten charakterisiert. Eine
Erblindung als Folge einer retinalen Degeneration ist ein weiteres charakteristisches
Merkmal bei fast allen NCL Patienten [20, 23].

Bei NCL Formen, die durch Dysfunktionen von lysosomalen Enzymen verursacht werden,
stellt das Einschleusen von funktionellen Varianten der dysfunktionalen Enzyme
(Enzymersatztherapie) eine vielversprechende Therapieoption dar [2, 20, 23]. Zu diesen
Erkrankungen gehort die CLN1 Erkrankung, die durch Dysfunktionen des lysosomalen
Enzyms Palmitoyl-Protein Thioesterase-1 (PPT1) verursacht wird. Die Effektivitdt von
Enzymersatzstrategien beruht darauf, dass die Mannose-6-Phosphat (M6P) modifizierten
funktionalen lysosomalen Enzyme von den erkrankten Zellen Uber eine M6P Rezeptor-
vermittelte Endozytose aufgenommen und anschlieRend zu den Lysosomen transportiert
werden, wo sie die lysosomale Dysfunktion korrigieren [9, 23, 30, 32]. Bei lysosomalen
Speichererkrankungen mit Uberwiegend neurologischen Symptomen sind systemische
Applikationen von funktionellen Enzymen in das erkrankte Nervengewebe aufgrund der Blut-
Hirn-Schranke und der Blut-Retina-Schranke nicht moglich. Vielmehr missen die Enzyme
lokal appliziert werden. Dieses Ziel kann durch (i) wiederholte Injektionen rekombinant
hergestellter Enzyme (,klassische Enzymersatztherapie®), (ii) einen Virus-vermittelten
Gentransfer oder (iii) Transplantationen von Zellen mit einer Uberexpression des jeweiligen
Enzyms erreicht werden [2, 20, 23]. Tatsachlich konnte in praklinischen Studien an
Tiermodellen fir die CLN1, die CLN2 oder die CLN10 Erkrankung beeindruckende
Therapieerfolge mit Enzymersatzstrategien am Gehirn erzielt werden [9, 23, 32].
Bemerkenswerterweise konnte aulierdem eine kirzlich publizierte klinische Studie unter
mafgeblicher Beteiligung des UKE zeigen, dass wiederholte intracerebroventrikulare
Injektionen von rekombinant hergestelltem TPP1 das Fortschreiten der Erkrankung bei CLN2
Patienten signifikant verzdégern [37]. Allerdings konnte durch die Enzymersatzstrategien am
Gehirn der verschiedenen Tiermodelle oder der CLN2 Patienten die fortschreitende
Degeneration der Netzhaut und die damit verbundene Erblindung nicht verzégert werden
[38, 44, 45]. Angesichts der Entwicklung von Behandlungsmdglichkeiten am Gehirn, die zwar
das Fortschreiten der neurologischen Symptome bei NCL Patienten deutlich verzégern - eine
Erblindung der Patienten allerdings nicht verhindern - ist es nun dringend erforderlich,
effektive Therapiemdglichkeiten spezifisch fir die Netzhaut zu entwickeln.



Stand der Forschung

Die CLN1 Erkrankung wird durch Mutationen in einem Gen verursacht, das fir das
lysosomale Enzym Palmitoyl-Protein Thioesterase-1 (PPT1) kodiert [41]. Klinisch ist die
CLN1 Erkrankung durch eine frih einsetzende und schnell fortschreitende cerebrale
Atrophie und einem Verlust der kognitiven und motorischen Fahigkeiten charakterisiert [31,
34, 36]. Auflerdem sind CLN1 Patienten von einem frih einsetzenden Verlust der
Sehfahigkeit als Folge einer schnell fortschreitenden retinalen Degeneration betroffen [5, 34,
35, 42]. Histologische Untersuchungen von post mortem Netzhduten konnten einen
massiven Verlust von Photorezeptoren, von retinalen Interneuronen und von retinalen
Ganglienzellen nachweisen [43]. Pathologische Veranderungen der Morphologie und
Funktion der Netzhaute wurden auch bei Patienten mit Mutationen im CLN7 Gen
beschrieben, die einen spateren und milderen Krankheitsverlauf verursachen (,late-infantile
disease-onset” oder ,adult disease-onset®), ein Hinweis darauf, dass die Netzhaut besonders
empfindlich auf lysosomale Dysfunktionen reagiert [21, 27, 28].

Fir die CLN1 Erkrankung existieren mehrere transgene Mausmodelle [6, 14, 17, 29]. Diese
Mausmutanten weisen einen Phanotyp mit zahlreichen Parallelitaten zum klinischen Bild von
CLN1 Patienten auf. So wurde fiir diese Tiere eine Akkumulation von Speichermaterial, eine
schnell fortschreitende Neurodegeneration im Gehirn, ein Verlust der motorischen
Fahigkeiten und ein vorzeitiger Tod beschrieben [6, 14, 17, 29]. Analog zu den Patienten
kommt es auch in der Netzhaut der transgenen Mause zu einer fortschreitenden
Degeneration verschiedener Nervenzelltypen und zu einem Verlust der retinalen Funktion in
Elektroretinogramm-Ableitungen [1, 6, 11, 13, 17, 24]. An den Gehirnen der CLN1
Mausmodelle wurde die Effektivitat einer klassischen Enzymersatztherapie sowie von Zell-
und Gentherapie-basierten Enzymersatzstrategien mit zum Teil beeindruckenden
Ergebnissen untersucht. So konnte die Neurodegeneration im Gehirn deutlich verzégert,
Defizite im Verhalten abgeschwéacht, und die Lebenserwartung der Tiere verlangert werden
[10, 12, 16, 25, 33, 39, 40]. Bisherige Therapieversuche an der Netzhaut der Ppt1 ko Maus
konnten nur eine moderate Verbesserung der retinalen Funktion in Elektroretinogramm-
Ableitungen, nicht aber eine Verzégerung der retinalen Degeneration zeigen [11].

Vorarbeiten

Unsere Arbeitsgruppe hat in den letzten Jahren die retinale Degeneration in Mausmodellen
fur die CLN6 Erkrankung [3], CLN7 Erkrankung [8, 18] und die CLN10 Erkrankung [4] mit
biochemischen und morphologischen Methoden detailliert untersucht. Das Labor verflgt
zudem uber die Ppt1 ko Maus und hat auch hier die retinale Dystrophie eingehend
untersucht [1]. Auf Basis dieser Phanotypisierungen haben wir mit der Entwicklung und
Evaluierung Retina-spezifischer Therapiestrategien begonnen, wie z.B. einem Stammzell-
basierten neuroprotektiven Ansatz an der CLN6 Mutante [19] oder einer klassischen
Enzymersatztherapie an der CLN10 Mutante [26].

Der retinale Phédnotyp eines Mausmodells fiir die CLN1 Erkrankung

Die retinale Dystrophie in dem fir das beantragte Projekt relevanten Mausmodell fir die
CLN1 Erkrankung (Ppt1 ko Maus) wurde uns detailliert untersucht [1]. Zu den wichtigen
Ergebnissen dieser Arbeit gehdrt u.a.: eine frih einsetzende Akkumulation von
Speichermaterial, eine friih beginnende Dysregulation verschiedener lysosomaler Proteine
(LAMP1, LAMP2, CTSD, CTSZ), eine extralysosomale Akkumulation des
Autophagiemarkers SQSTM1/p62 und eine frih einsetzende reaktive Mikrogliose und
Astrogliose. Diese pathologischen Verdnderungen sind mit einer fortschreitenden
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Degeneration der Zapfen- und Stabchen-Photorezeptoren, Zapfen- und Stabchen-
Bipolarzellen und Ganglienzellen assoziiert [1]. Uber Elektroretinogramm-Ableitungen
konnten wir auflerdem einen friih einsetzenden Verlust der retinalen Funktion nachweisen
(unverdffentlichte Ergebnisse). Insgesamt weist die retinale Dystrophie dieser Mausmutante
damit zahlreiche Ahnlichkeiten zu der retinalen Dystrophie bei CLN1 Patienten auf. Die Ppt1
ko Maus stellt damit ein geeignetes Tiermodell dar, um Therapieanséatze fur die Behandlung
der retinalen Dystrophie bei der CLN1 Erkrankung zu entwickeln.

Projektziele

Aufbauend auf den beschriebenen Vorarbeiten soll in dem vorgeschlagenen Projekt an der
Ppt1 ko Maus untersucht werden, ob Uber einen Adeno-assoziierten Virus (AAV) Vektor-
vermittelten Gentransfer einer funktionalen Variante des PPT1 Enzyms die Struktur und
Funktion der Netzhaut bei einer CLN1 Erkrankung erhalten werden kann. Dazu werden die
Therapieeffekte des Gentherapieansatzes auf die biochemischen Veranderungen, die
fortschreitende Degeneration verschiedener retinaler Zelltypen und die Funktion der
dystrophen Netzhaute von Ppt1 ko Mausen analysiert.

Arbeitsprogramme

Adeno-assoziierter Virus (AAV) Vektor vermittelter Gentransfer von PPT1 in die PPT1-
defiziente Netzhaut

Fir die Expression einer funktionalen Variante des PPT1 Enzyms in der Ppt1 ko Retina
wurde bereits ein ,self-complementary” (sc) AAV Vektor kloniert, in dem murines PPT1 unter
Kontrolle des CMV Promoters exprimiert wird. Fur die Gentherapie-Experimente werden
AAV Partikel vom Serotyp shH10 eingesetzt (sScAAVshH10-CMV- PPT1). Publizierte Daten
[7, 22] und unsere noch unveroffentlichten Arbeiten an einem anderen Mausmodell fiir eine
retinal Dystrophie zeigen, dass Uber intravitreale Injektionen dieses AAV Serotyps retinale
Zellen effektiv infiziert werden kénnen. Uber den Einsatz eines ,self-complementary“ AAVs
werden Transgene zudem sehr schnell und effektiv exprimiert. SchlieRlich bietet der Einsatz
eines shH10 Serotyps den Vorteil, dass ausschlie3lich retinale Gliazellen (Astrozyten und
Mullerzellen) sowie retinale Pigmentepithelzellen (RPE Zellen), nicht aber retinale
Nervenzellen genetisch modifiziert werden. In Vorversuchen wird zunachst tberprift, ob mit
dem fur PPT1 kodierenden AAV Vektor das Enzym in den dystrophen Netzhduten erfolgreich
exprimiert werden kann. Dazu werden die viralen Partikel am postnatalen Tag 7 (P7)
intravitreal in Ppt1 ko Mause injiziert, und die PPT1 Expression 14 Tage spater Uber
Immunhistochemie und Western Blot Analysen analysiert. Bei diesen Experimenten wird ein
geeigneter AAV Titer fur alle weiteren Experimente definiert. Eine Genehmigung zur
Durchfiihrung der Tierversuche liegt vor.

Analyse von Therapieeffekten: Akkumulation von Speichermaterial und Dysregulation
von lysosomalen Proteinen

Die Degeneration retinaler Nervenzellen und der Verlust der retinalen Funktion verlauft in der
Ppt1 ko Maus relativ langsam. So ist ein deutlicher Verlust verschiedener Nervenzelltypen
erst an P240 nachweisbar [1]. Um mdglichst schnell zu Gberprifen, ob mit dem eingesetzten
AAV Titer therapeutisch relevante Effekte erzielt werden koénnen, werden zunachst
Vorversuche durchgefihrt, in denen die Auswirkungen der Behandlung auf die Akkumulation
von Speichermaterial, die Dysregulation verschiedener lysosomaler Proteine und die
Auspragung der reaktiven Mikrogliose und Astrogliose untersucht. Diese pathologischen
Veranderungen sind in der Ppt1 ko Netzhaut bereits an P45 nachweisbar [1]. Durch eine
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vergleichende Analyse von behandelten Netzhduten und kontralateralen Kontroll-Netzhdauten
mittels Immunhistochemie und quantitativen Western Blot Analysen wird ein AAV Titer
definiert, mit dem eine signifikante Korrektur der oben skizzierten pathologischen
Veranderungen erreicht werden kann.

Mit den in den Vorversuchen definierten Bedingungen wird schlie8lich das therapeutische
Potential der Gentherapie fur die Behandlung der retinalen Dystrophie analysiert. Dazu
werden behandelte (intravitreale Injektionen von scAAVshH10-CMV-PPT1) und
kontralaterale Kontroll-Netzhdute (intravitreale Injektionen von AAVshH10-CMV-GFP) an
zwei Altersstufen untersucht: an P112, wenn der morphologische und funktionelle Phanotyp
nur moderat ausgepragt ist und an P240, wenn der morphologische und funktionelle
Phéanotyp stark ausgepragt ist. Zunachst wird an beiden Zeitpunkten iber Immunhistochemie
und quantitative Western Blot Analysen die Expression, Lokalisation und Menge des
transgenen PPT1 Enzyms analysiert. Damit wird gepruft, ob ein Teil des von den Gliazellen
exprimierten PPT1 sezerniert wird, dann von retinalen Nervenzellen aufgenommen wird, zu
den Lysosomen transportiert wird und schlieBlich zu einer enzymatisch aktiven Form
prozessiert wird. Dazu wird auferdem die enzymatische Aktivitdt von PPT1 in den
behandelten Netzhdauten gemessen und mit der enzymatischen Aktivitdt in unbehandelten
gesunden Wildtyp-Netzhauten verglichen.

Analyse von Therapieeffekten: Erhalt der retinalen Morphologie und Funktion

Die Effekte der gentherapeutischen Behandlung auf die Morphologie und Funktion der
dystrophen Netzhaute werden ebenfalls an P112 und P240 analysiert. Zunachst wird die
Auspragung der reaktiven Mikrogliose und Astrogliose in behandelten Augen und Kontroll-
Augen uber Immunhistochemie und quantitative Western Blot Analysen verglichen. Um die
Uberlebensraten von retinalen Nervenzellen zu analysieren, werden die behandelten
Netzhaute und die Kontroll-Netzhaute mit Antikérpern gegen Zelltyp-spezifische Antigene
angefarbt, und die Zelldichten von Zapfen- und Stabchen-Photorezeptoren, Zapfen- und
Stabchen-Bipolarzellen und retinalen Ganglienzellen Uber ein Computer-gestutztes
Analyseprogramm bestimmt. Die retinale Funktion wird zu beiden Altersstadien Uber
skotopische und photopische Elektroretinogramm-Ableitungen analysiert. Alle Experimente
und Analysen werden parallel an unbehandelten Wildtypmausen durchgefiihrt, um die
Morphologie und Funktion der gentherapeutisch behandelten Ppt1 ko Netzhaute nicht nur
mit den kontralateralen Kontroll-Netzhauten, sondern auch mit normalen gesunden
Netzhauten vergleichen zu kdnnen.

Insgesamt stehen uns samtliche Materialien, Gerate und Methoden (z.B. Ppt1 ko Mauslinie;
scAAVshH10-CMV-PPT1 und scAAVshH10-CMV-GFP; Antikdrper gegen Komponenten von
Speichermaterial, verschiedene lysosomale Proteine und samtliche retinale Zelltypen;
hochauflésendes Fluoreszenzmikroskop; quantitative Western Blot Analysen; Morphometrie;
Ableitung von Elektroretinogrammen etc.) zur Verflgung, um das geplante Projekt
durchzufiihren. An einem anderen NCL Mausmodell konnten wir tber einen &hnlichen
Therapieansatz die Akkumulation von Speichermaterial, die Dysregulation verschiedener
lysosomaler Proteine, die Neuroinflammation und die schnell fortschreitende retinale
Degeneration in einem erheblichen Umfang verzégern (Manuskript zur Verdffentlichung
eingereicht). Aufgrund dieser Daten erwarten wir, dass das vorgeschlagene Projekt
zZielgerichtet und erfolgreich realisiert werden kann.

Beantragte Mittel



allgemeine Chemikalien

3.500,-€

primare Antikérper (Immunhistochemie und Western Blots) 8.500,-€
sekundare Antikérper (Immunhistochemie und Western Blots) 3.500,-€
Materialien fir Biochemie 3.500,-€
Materialien fur Molekularbiologie 4.000,-€
Materialien fiir Immunhistochemie 2.500,-€
Materialien fiir Zellkultur 3.500,-€
Produktion von scAAVshH10-PPT1 und scAAVshH10-GFP 2.000,-€
Enzymaktivitats-assay 2.500,-€
Geratekosten (Elektroden fur Elektroretinogramme; 2.000,-€
Fluoreszenzmikroskop etc)

Praparierbesteck (Mikroscheren, Pinzetten etc) 1.500,-€
Versuchstiere 7.500,-€
Reisekosten (Kongresse, Kooperationspartner) 3.500,-€
Publikationskosten 2.000,-€
gesamt 50.000,-€

Voraussichtliche Dauer
24 Monate
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