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Abstract

Recessive inheritance of CLNS and CLN5 monogenic gene mutations are the cause of CLN3 and
CLNb5 diseases, respectively. They are rare neurodegenerative diseases grouped under the Neuronal
Ceroid Lipofuscinosis (NCL) disorder. Being the most common cause of childhood dementia, NCL
significantly reduces the patient lifespan resulting in inevitable death at a young age. The principal
characteristics of NCL are aberrant lysosomal function and excess accumulation of autofluorescent
ceroid lipopigments in neurons and peripheral tissues. CLN5 is a soluble endolysosomal protein,
while CLN3 is an integral membrane protein localized to the same compartment. Although they
have been implicated in lysosomal homeostasis and intracellular trafficking, none of their exact
cellular functions have been demonstrated. The work presented in this thesis elucidates some of the
functional roles of CLN3 and CLNb proteins at endosomes, which provides a molecular explanation
behind phenotypes observed in CLN3 and CLN5 disorders and gives an indication of the pathogenic
mechanism behind Batten disease.

Lysosomal sorting receptor (LSR) retrieval from endosomes back to the trans Golgi Network
(TGN) is crucial for lysosomal homeostasis by preventing their lysosomal degradation, and main-
taining transport of soluble lysosomal proteins needed for normal lysosomal function. We have
shown that CLN3 is required for the efficient endosome-to-TGN trafficking of the LSRs by regu-
lating the RAB7A /retromer interaction. GTP bound RABTA is localized to late endosomes and
regulates the spatiotemporal recruitment of retromer, which subsequently interacts with the LSRs
and is required for retrieval. In cells lacking CLLN3 or expressing CLN3 harboring a disease-causing
mutation, retromer did not bind the LSRs, which were degraded. We also demonstrated that CLN3
is required for the Rab7A-PLEKHMI1 interaction, which is required for the fusion of autophago-
somes to lysosomes.

We previously found that depletion of CLN5 also leads to dysfunctional retromer, resulting in
the degradation of the LSRs. However, how a soluble lysosomal protein can modulate the function
of a cytosolic protein, retromer, is not known. In this work, we show that CLN5 is required for
the palmitoylation of Rab7A, which is required for retromer membrane recruitment. Furthermore,
we demonstrate that CLN5 regulates retromer function by modulating key interactions between
CLN3, RABT7A, retromer, and sortilin. Moreover, we observed impaired endolysosome fusion events
in CLN5 deficient cells. This results in delayed degradation of endocytic proteins and defective
autophagy.

Overall, this work demonstrates that CLN3 and CLN5 are required for downstream interac-
tions of Rab7A. Their cooperative work at endosomes acts as an endosomal switch to coordinate
endosome-to-TGN retrieval of the LSRs. Taken together, our findings provide a molecular expla-
nation for the reported abnormal lysosomal function in CLN3 disease and CLN5 disease patients.

Keywords: endosomes, CLN5, CLN3, retromer, sortilin, palmitoylation, Rab7A
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Résumé

L’hérédité récessive des mutations génétiques monogéniques CLNS et CLNS est la cause d’une
maladie neurodégénérative rare appelée lipofuscinose neuronale des céroides (NCL), ou maladie de
Batten. Etant la cause la plus fréquente de démence infantile, la NCL réduit considérablement
la durée de vie des patients, entrainant leur déces inévitable au cours des premieéres années. Les
principales caractéristiques de la NCL sont une fonction lysosomale aberrante et une accumulation
excessive de lipopigments céroides auto-fluorescents dans les neurones et les tissus périphériques.
CLN5 est une protéine endolysosomale soluble, tandis que CLN3 est une protéine membranaire
intégrale localisée dans le méme compartiment. Bien que leur réle soit impliqué dans I’homéostasie
lysosomale et le trafic intracellulaire, aucune de leur fonction cellulaire exacte n’a été démontrée.
Avec mon projet de doctorat, j’ai élucidé certains des roles fonctionnels des protéines CLN3 et CLN5
au niveau des endosomes, ce qui fournit une explication moléculaire des phénotypes observés dans
les troubles CLN3 et CLN5 et donne une indication du mécanisme pathogene derriere la maladie
de Batten.

Le recyclage du récepteur de tri lysosomal (LSR) vers Golgi est crucial pour I'homéostasie
lysosomale. Ainsi, les LSR ne seront pas dégradés dans ’environnement acide, mais continueront &
transporter les enzymes vers les lysosomes nécessaires a la fonction lysosomale normale. Dans mon
premier article, nous avons montré que CLN3 est nécessaire pour le trafic endosome-TGN efficace des
LSR car il régule I'interaction de Rab7A avec le rétromere. GTP lié Rab7 est localisé aux endosomes
tardifs et régule le recrutement spatio-temporel du rétromere pour le trafic rétrograde des LSR.
Dans les cellules dépourvues de CLN3 ou exprimant CLN3 portant une mutation pathogene, les
LSR étaient dégradés. Nous avons également démontré que CLN3 est nécessaire pour 'interaction
Rab7A — PLEKHM]1, qui est nécessaire pour la fusion des autophagosomes aux lysosomes.

Nous avons précédemment constaté que I’épuisement du CLN5 conduit également & un rétomere
dysfonctionnel, entrainant la dégradation du LSR, la sortiline. Cependant, la fagon dont une pro-
téine lysosomale soluble peut moduler la fonction d’une protéine cytosolique, le rétomere, n’est pas
connue. Dans mon deuxiéme travail, nous montrons que CLNH est nécessaire pour la palmitoylation
de Rab7A, qui est nécessaire pour le recrutement de la membrane rétromere. Et par son interaction
CLN3, CLN5 régule la fonction du rétomere en modulant les interactions clés entre CLN3, Rab7A,
rétomere et sortiline. De plus, nous avons observé des événements de fusion d’endolysosomes al-
térés dans les cellules déficientes en CLN5. Cela entraine une dégradation retardée des protéines
endocytaires et une autophagie défectueuse.

Dans ’ensemble, mes travaux ont démontré que CLN3 et CLN5 régulent le tri rétrograde de la
sortiline au niveau des endosomes. Leur travail coopératif au niveau de I’endosome agit comme un
commutateur endosomal pour coordonner le trafic endosome-TGN et diverses fonctions de Rab7A.

Mots-clés: endosomes, CLN5, CLN3, retromer, sortilin, palmitoylation, Rab7A
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Sommaire Récapitulatif

Le lysosome

En 1949, alors qu’il étudie l'activité de la glucose 6-phosphatase, le biologiste belge Christian Duve
découvre des «structures en forme de sac». C’est en 1955, apres avoir découvert d’autres hydrolases
qu’ils portent, que Duve nomme ces nouveaux organites des "lysosomes'. Les lysosomes contiennent
plus de 60 hydrolases acides dans leur lumiere, tels que des phosphatases, des lipases, des nucléases,
des glycosidases et autres, qui sont nécessaires pour dégrader les macromolécules biologiques de
déchets cellulaires, de vieilles cellules, d’agents pathogenes, de nutriments consommés et d’autres
débris. Les hydrolases lysosomales opérent a un pH acide inférieur a 5. Le maintien du pH interne du
lysosome, plus acide que celui du reste de la cellule, est assuré par les protéines transmembranaires.

Gréace a plusieurs autres découvertes, il a été démontré que cet organite, en plus de sa fonc-
tion de systeme d’élimination des déchets, est au centre d’un réseau de regulation complexe. En
effet, les lysosomes contrélent 'homéostasie cellulaire en régulant la signalisation métabolique, la
transcription génique, 'immunité, la réparation de la membrane plasmique, I’adhésion cellulaire et
les mécanismes de migration. Ils le font en se déplagant dans le cytosol et en interagissant avec
d’autres structures cellulaires pour avoir des informations sur le besoin cellulaire. En conséquence,
les lysosomes peuvent modulerleur composition, leur taille et leur nombre par des mécanismes de
fusion et fission afin deréguler les voies et montrer leurs diverses fonctions.

Autophagie

Les cellules eucaryotes ont évolué de maniere a résister a la faim pendant de longues périodes
de temps par un mécanisme d’autolyseappelé autophagie. La digestion d’une partie de leurs pro-
pres composants cytoplasmiques fournit aux cellules des molécules a recycler afin de construire
les métabolites nécessaires a leur survie. Les lysosomes détectent la disponibilité des nutriments
dans la cellule par le biais du complexe protéique LYNUS (détection des nutriments lysosomaux).
Dans des conditions normales, la cible mammifére de la rapamycine (mTOR) se trouve a l’état
actif sur la membrane lysosomale, associée a LYNUS et stimule la croissance cellulaire. Dans le
méme temps, mTOR bloque 'autophagie en inhibant le facteur de transcription EB (TFEB), dont
les complexes activateurs d’autophagie, par un mécanisme de phosphorylation. Si les niveaux de
nutriments sont faibles, LYNUS se dissocie de mTOR et le TFEB est acheminée vers le noyau pour
la synthese de protéines liées a 'autophagie. Dans le méme temps, une vésicule & double membrane
appelée phagophore commence & se former. Le complexe ULK est d’abord activé pour phosphoryler
AMBRALI, étape nécessaire a l'activation du complexe PI3K. Ensuite, le systeme de type ubiqui-
tine est activé pour induire la conjugaison de la protéine de chaine légere 3b (LC3) associée aux
microtubules avec la phosphatidyléthanolamine (PE), induisant alors la lipidation de LC3-I pour
former LC3-II. L’extension et l'achévement du phagophore sont assurés par des protéines LC3-II
situées sur les deux surfaces de la membrane. Le phagophore en croissance engloutit les matériaux
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cytosoliques de maniere sélective ou non sélective pour former des vésicules appelées autophago-
somes. Lorsqu’un autophagosomes complet est formé, un complexe protéique transmembranaire
est activé pour former des vésicules intraluminales avant ’acidification. Ensuite, I’autophagosome
fusionne avec le lysosome pour décomposer les matériaux ou les organites a 'intérieur de ces au-
tolysosomes. Ce processus nécessite le complexe HOPS pour faciliter 'attache et PLEKHM1 pour
établir une forte interaction des deux membranes. Ceci est suivi d’interactions autophagosomiques
SNARE (Syntaxin-17, Atgl4, synaptosomal associated protein 29 (SNAP-29)) avec les SNARE en-
dosomiques / lysosomaux tardifs (Vamp8 / Vamp?7) pour la fusion des bicouches lipidiques. Plus
tard, les molécules sont dégradées et recyclées pour la synthése des molécules nécessaires.

Les protéines lysosomales et leur tri

Les glycolipides complexes comme les esters de cholestéryle et les triglycérides sont décom-
posés en acides gras libres et en cholestérol par les lipases acides lysosomales (LAL). Les beta
-galactosidases et les hexosaminidases sont quelques-unes des enzymes dégradant les lipides con-
tenant des molécules comme les gangliosides. De méme, les cathepsines sont un groupe de protéases
lysosomales ayant un réle dans de nombreuses fonctions cellulaires. Ils sont classés en trois groupes
en fonction de leur role et de leur site catalytique actif; sérine, aspartique et cystéine. 1l a été dé-
montré que les mutations liées aux enzymes lysosomales provoquent des troubles génétiques rares.
Par exemple, une mutation dans le géne de la palmitoyl protéine thioestérase 1 (PPT1), codant
pour une sérine lipase, conduit & une maladie neuronale de la lipofuscinose céroide (NCL) de type 1
(CLN1). De plus, les mutations des cathepsines D et F, de la tripeptidyl-peptidase 1 (TPP1) provo-
quent respectivement des troubles CLN10, CLN13, CLN2. Un autre trouble NCL est causé par des
mutations CLN5, dont la protéine soluble mature est localisée dans la lumiere lysosomale lors du
clivage. Bien que la fonction de CLN5 ne soit pas connue, son réle dans le trafic de I’endosome
vers le réseau trans-Golgi (TGN) par le biais de la régulation de rétomere a été démontré par notre
laboratoire.

Afin de prévenir les dommages de la membrane lysosomale causés par le pH acide de la lumiere,
la plupart des protéines de la membrane lysosomale (LMP) sont glycosylées, formant ainsi une
couche de glycoprotéine sur la surface interne de la membrane lysosomale. On dénombre plus de
100 LMP, les plus abondantes étant les protéines membranaires associées au lysosome (LAMP-1 et
LAMP-2), suivies par la protéine membranaire intégrale du lysosome 2 (LIMP2; également connue
sous le nom de SCARB2) et la tétraspanine CD63. En plus d’étre une simple barriére, ils jouent un
role important dans les événements de phagocytose, d’autophagie, de mort cellulaire, d’infection et
de réparation membranaire. Deux LMP liées a la maladie sont CLN3 et CLN7, dont les fonctions
n’ont pas bien élucidées. Les mutations de ces protéines provoquent des NCL qui sont des troubles
rares du stockage lysosomal.

Les hydrolases acides sécrétées et les protéines membranaires plasmatiques du lysosome sont
traduites par des polyribosomes a la surface du réticulum endoplasmique rugueux (RER). Au cours
de leur synthese, les enzymes lysosomales sont glycosylées pour leur transport de Golgi dans des
vésicules recouvertes de COPII. A leur arrivée dans le Golgi, les résidus M6P des protéines lysoso-
males sont modifiés par phosphorylation. Cela permet aux glycoprotéines d’étre reconnues par le
récepteur du mannose-6-phosphate cation-dépendant (CD-MPR) et MPR cations-indépendant (CI-
MPR) pour leur transport lysosomal. Il convient de garder a l'esprit que 'adressage des protéines
au lysosome n’implique pas toujours la reconnaissance des résidus M6P. En effet, la voie de tri des
protéines grace au récepteur de la sortiline est I'un des mécanismes de trafic lysosomal indépendants
du M6P.
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Trafic du TGN wvers l’endosome

La liaison du récepteur lysosomal aux protéines adaptatrices des clathrines dans le cytosol est
suivie de la formation de vésicules pour la libération de la cargaison a l‘endosome. L’activation de la
GTPase Arfl initie le bourgeonnement des vésicules, suivie du recrutement des GGA et du complexe
AP-1 a la membrane du TGN. Ils reconnaissent les séquences d’acides aminés des récepteurs de tri.
Les vésicules chargées de protéines destinées au lysosome iront ensuite dans I'endosome. Etant
donné que le pH des endosomes est plus acide que celui de 'appareil de Golgi, les enzymes dédiées
au lysosome seront dissociés des récepteurs de tri, de sorte que les récepteurs soient recyclés vers le
TGN pendant que la cargaison se déplace vers le lysosome.

Récupération d’endosome d Golgi

Une fois que les récepteurs ont libéré leur cargaison, ils peuvent étre recyclés vers I'appareil d
Golgi pour continuer le transport d’enzymes lysosomales. Le processus de recyclage est effectué
par un complexe protéique appelé rétromere. La premiere partie du complexe est composée des
protéines de tri des protéines vacuoliques (Vps) Vps26, Vps29 et Vps35, responsables de la recon-
naissance des récepteurs et d’autres cargaisons contenant des protéines transmembranaires (telles
que la sortiline et le récepteur au mannose-6-phosphate cation-indépendant CI-MPR). Par con-
séquent, il est également appelé complexe sélectif de cargaison (CSC). Le deuxiéme sous-complexe
consiste & trier les nexines (SNX), responsables de la liaison avec les membranes. La petite GTPase
Rab7 régule le recrutement spatio-temporel de rétomere vers les membranes endolysosomales pour
le trafic endosome-TGN.

Rab7A GTPase

Les ras-like dans les protéines cérébrales (Rabs) sont de petites GTPases appartenant a la su-
perfamille Ras. Depuis leur découverte en 1987, environ 70 d’entre elles ont été retrouvées chez
I’homme. Les rabs sont spécifiquement localisées sur certaines membranes intracellulaires pour
fonctionner. Rab7A est une petite GTPase de la famille Rab, associée aux endosomes tardifs et
aux lysosomes . Cette GTPase est le principal régulateur du trafic endocytaire avec de nombreuses
fonctions vitales. Son rdle est impliqué dans le trafic de 'endosome au lysosome et de I’endosome
au réseau trans-Golgi. Comme toutes les autres Rab GTPases, Rab7A varie entre un état actif et
inactif. Sous sa forme active, Rab7A est 1ié au GTP et est localisé sur les membranes endolysoso-
males, alors que sous sa forme inactive, Rab7A est lié au GDP et reste cytosolique. Des GEF et des
GAP spécifiques catalysent respectivement le GDP en GTP et les événements d’hydrolyse inverse.

Rab7 est impliqué dans de nombreux processus cellulaires, y compris le transport des lipides et le
positionnement desautophagosomes. Au niveau des endosomes tardifs, Rab7 régule leur formation,
leur maturation etla composition membranaire des lysosomes. Cette GTPase est impliquée dans la
biogenése des lysosomes par son role dans la maturation des vésicules endocytaires, la phagocytose
et I'autophagocytose. En outre, il joue un réle clé dans la régulation de la dégradation de pro-
téines endocytées telles que le récepteur au facteur de croissance épidermique (EGFR). Et enfin, il
intervient dans la fusion des lysosomes avec les autophagosomes, régulant ainsi 'autophagie. Rab7
remplit ces différentes fonctions en recrutant une grande variété d’effecteurs (tels que le retromer,
FYCO1 (FYVE and Coiled-Coil- (CC) -domain containing 1), RILP (Rab7 lysosomal interacting
protein), PLEKHM1 (Pleckstrin homology domain contains protein family membre 1), HOPS (fu-
sion homotypique et tri des protéines vacuolaires)) sur les membranes endolysosomales. Retromer
régule le trafic endosome-TGN des récepteurs de tri. FYCO1 et RILP régulent le positionnement
périphérique et périnucléaire des vésicules acides nécessaires aux événements de fusion. Ensuite,
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HOPS et PLEKHM1 attachent et stabilisent deux membranes vésiculaires pour leur fusion avec
I’action de la protéine SNARE.

L’activité et les fonctions de Rab7 sont étroitement régulées par différentes modifications post-
traductionnelles (PTM). Premiere PTM identifiée, la prénylation de Rab7A s’est avérée importante
pour son ancrage membranaire. Son ubiquitination a été liée a sa stabilité, a I’ancrage a membrane
et son interaction avec RILP. Il a été démontré que les phosphorylations de Rab7A sont importantes
pour la dégradation de 'EGFR et la mitophagie. Le role de la palmitoylation Rab7A sur le re-
crutement de rétromere au niveau des membranes a été récemment démontré par notre laboratoire.
Le moment et la sélection d’effecteurs particuliers pour des fonctions cellulaires spécifiques sont
trés importants pour la fonction de Rab7, dont les problémes sont associés a de nombreux troubles
neurodégénératifs. Il est donc indispensable d’étudier et de découvrir les mécanismes de régulation
en amont, les GEF et les PTM de Rab7. La combinaison d’événements complexes doit étre sous
le controle de molécules inconnues en amont pour son cycle d’activation et la régulation de son
activité.

Lipofuscinose neuronale céroide (NCL)

Les troubles métaboliques héréditaires affectant la fonction lysosomale sont connus sous le nom
de troubles lysosomaux. Ils sont 70 d’entre eux connus a ce jour, tous avec une prévalence rare. Des
mutations dans les genes exprimant les protéines lysosomales empéchent le catabolisme lysosomal et
conduisent a une accumulation de matiere dans la cellule suivie de la mort cellulaire. Presque tous les
LSD se manifestent par une neurodégénérescence. Etant la maladie neurodégénérative pédiatrique
la plus courante, la NCL est une sous-famille de maladies lysosomales rares avec une incidence
de 1: 12 500 dans la population mondiale. La rétinopathie, les troubles moteurs, 1’épilepsie, la
régression cognitive et une durée de vie considérablement réduite sont les symptomes retrouvés chez
les patients souffrant de maladies NCL.

CLNS3

Les mutations du géne CLNS altérent la protéine codée et conduisent & 'apparition de la maladie
neurodégénérative la plus courante chez les enfants. Les symptomes commencent par une perte de
vision entre 4 et 7 ans et la durée de vie du patient est d’environ 30 ans. CLN3 contient six domaines
transmembranaires avec des terminaisons N et C cytosoliques. La mutation CLN3 la plus courante
a une délétion des exons 7 et 8; provoquant une troncature de 1 kb (CLN3 Delta ex7 /8 (c.462-
677del)). Les autres patients ont une variété de maladies différentes provoquées par des mutations

par substitution, telles que CLN3R334H  CLN3V330F  CLN3FE29K ot CLN3MOP Hormis la version
tronquée, aucun de ces mutants CLN3 n’est associé a une mauvaise localisation cellulaire.

Bien que la localisation de CLN3 ait été démontrée sur les membranes lysosomales en tant
que protéine membranaire intégrale hautement glycosylée, sa fonction est encore mal comprise.
Auparavant, le role du CLN3 dans les voies d’autophagie et du trafic lysosomal a été proposé. De
multiples déficiences enzymatiques ont été observées dans des cellules ayant une protéine CLN3
mutée. De plus, son interaction avec Rab7, RILP et les protéines motrices (tubuline, dynactine,
dynéine, kinésine-2) a été montrée, régulant la localisation des compartiments endocytaires tardifs.
Cependant, ni la fonction de ces interactions ni la maladie provoquant des mutations sur les fonctions
en aval du CLN3 et la cause du déficit enzymatique n’ont été déterminées.

CLN5

Les mutations dans CLN5 provoquent des défauts dans la protéine CLN5. CLNb est également
une protéine lysosomale soluble, bien qu’elle ne semble pas avoir d’activité enzymatique. Les symp-
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tomes commencent entre 3 et 7 ans et les patients peuvent vivre jusqu’a I’adolescence. CLN5 n’a
d’homologie avec aucune autre protéine connue. Le gene code en une protéine membranaire intégrale
de 407 aa. Elle est ensuite clivée a I'extrémité N-terminal pour former une protéine mature soluble
de 93 & 407 aa pour son transport endolysosomal. La mutation la plus courante de CLN5 causant
la maladie est CLN5Y392X_ Elle induit I'apparition d'un codon stop prématuré, conduisant a une
délétion de 2 pb. D’autres mutations germinales causant des mutations faux-sens dommageables
incluent CLN5P27N | CLN5N1925 ot CLN5RIIZP,

Récemment, la fonction de CLN5 en tant que glycoside hydrolase potentielle dans Dictyostelium
discoideum a été proposée. Cependant, aucune cible n’a été identifiée et cette fonction n’a pas
été démontrée pour CLN5 chez les mammiferes. D’autres études ont montré un réle du CLN5
dans la régulation du pH lysosomal et de la mitophagie. Notre groupe a montré une diminution
du recrutement de Rab7 et rétromeére au niveau des membranes dans les cellules HeLLa knockdown
(CLN5KP) CLN5. Par co-immunoprécipitation, il a été démontré que le CLN5 interagit avec CLN3.
Cependant, ni la fonction de son interaction avec CLN3, ni les mutations induisant la maladie et
perturbant les fonctions en aval de Rab7, nila cause des problémes d’acidité lysosomale n’ont été
déterminées.

Premier article: CLIN3 régule la fonction endosomale en modulant les interactions
Rab7-effecteurs

La lipofuscinose céroide neuronale juvénile (JNCL) est causée par des mutations germinales
dans la lipofuscinose céroide neuronale-3 (CLN3). Plus souvent appelée maladie de Batten, c’est
la maladie neurodégénérative pédiatrique la plus courante. CLN3 est une protéine membranaire
intégrale hautement glycosylée qui se localise dans la membrane endosomale / lysosomale parmi
d’autres emplacements intracellulaires et est impliquée dans le trafic lysosomal et l'autophagie.
CLN3 interagit avec et a été impliqué dans le recrutement de Rab7A au niveau des membranes
endosomales; cependant, la fonction de cette interaction est inconnue. En outre, la fagcon dont les
mutations de CLN3 causant la maladie affectent cette interaction ou les fonctions en aval de Rab7A,
n’a pas été élucidée.

Les Rabs fonctionnent en interagissant avec des effecteurs en aval et un processus clé régulant
ces interactions est le chargement de GTP ou «l’activation» des Rab GTPases sur des sites mem-
branaires spécifiques. Rab7A actif chargé de GTP se localise sur les membranes endosomales et
recrute de nombreux effecteurs pour exécuter diverses fonctions telles que le trafic endosome-reseau
trans-Golgi (TGN), la fusion autophagosome-lysosome, le positionnement lysosomal et la dégrada-
tion de la cargaison endocytaire, comme le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGF)
(EGFR).

Dans cette étude, nous avons analysé plusieurs de ces voies médiées par Rab7A pour déterminer
laquelle était sous le contréle de CLN3. Pour commencer, nous voulions comprendre le role de
I'interaction CLN3 / RabT7A et l'effet des mutations pathogénes sur cette interaction. Pour les
études d’interactions, nous avons utilisé le transfert d’énergie de résonance par bioluminescence
(BRET). Par rapport & la co-immunoprécipitation, le BRET est réalisé dans des cellules vivantes,
avec des protéines localisées dans leur environnement naturel. A partir des courbes de titrage BRET,
il est possible de calculer le BRET 59 qui est la valeur a laquelle la concentration de 'accepteur
est nécessaire pour obtenir 50 % du signal BRET maximal (BRET j;4x) et indique la propension
du couple de protéines a interagir. Plus le BRET 5¢ est petit, plus U'interaction est forte. Le
donneur d’énergie renilla luciférase II (Rlucll) a été fusionné a l'extrémité N-terminale & Rab7A
de type sauvage (RlucIl-Rab7A). La protéine fluorescente verte accepteur d’énergie 10 (GFP10) a
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été fusionnée a 'extrémité N-terminale de mutants de type sauvage et divers CLN3 (GFP10-CLN3,
GFP10-CLN3R334H - GFP10-CLN3V33°F  GFP10-CLN3F2%K  GFP10-CLN3M0P) - Ces mutations
ont déja été étudiées et se sont révélées localisées dans les endosomes / lysosomes tardifs de maniére
similaire au CLN3 de type sauvage. Les cellules HeLa ont été co-transfectées avec une quantité
constante de Rlucll-Rab7A et des quantités croissantes de GFP10-CLN3 pour générer des courbes de
titrage BRET. Le signal BRET entre Rlucll-Rab7A et GFP10-CLN3 augmente rapidement avec des
quantités croissantes de GFP10-CLN3 exprimées jusqu’a ce qu’il atteigne la saturation, suggérant
une interaction spécifique (Fig. 2.1 A, courbe bleue). Nous avons également testé une autre Rab
GTPase, Rabla (Fig. 2.1 A, courbe rouge), qui est localisée au Golgi, pour confirmer la spécificité
de l'interaction CLN3 — Rab7A. Nous avons extrapolé le BRET 59 pour l'interaction entre CLN3
et les deux GTPases Rab et constaté que l'interaction Rab7A — CLN3 avait un BRET 59 beaucoup
plus petit par rapport a la valeur de 'interaction Rabla — CLN3, indiquant que Rab7A a une plus
grande propension a interagir avec CLN3 par rapport a Rabla (Fig. 2.1 B). Une petite fraction
de CLN3 se localise sur le Golgi, nous n’avons donc pas été surpris de détecter une interaction
entre CLN3 et Rabla. Ensuite, nous avons testé l'interaction entre CLN3 et Rab7AC205:2075 qyj
est une forme mutante de Rab7A qui ne peut pas étre recrutée sur les membranes en raison de
son absence de prénylation. Nous n’avons trouvé aucune interaction entre Rab7A 2052078 ot CLN3
(Fig. 2.1 A, ligne verte). Enfin, nous avons testé si la petite GTPase Arf6 pouvait interagir avec
CLN3 (Fig. 2.1 A, ligne orange) et n’avons trouvé aucune interaction. Cela indique que le signal
mesurobservé entre Rab7a et CLN3 est bien spécifique. Nous avons ensuite réalisé une expérience
de BRET pour déterminer 'impact des mutations causant la maladie CLN3 sur I'interaction CLN3
— Rab7A (Fig. 2.1 C). Par rapport au CLN3 de type sauvage, nous avons trouvé une interaction
significativement plus forte (BRET5q) entre Rab7A et CLN3R334H gu CLN3V330F (Fig. 2.1 D), alors
que les mutations CLN3F29K ot CLN3MOP avajent des effets négligeables sur l'interaction CLN3
-~ Rab7A (Fig. 2.1 D). Pour confirmer nos données BRET, nous avons testé ces interactions par
co-immunoprécipitation (co-IP) (Fig. 2.8 A).

Les mutations dans CLNb5, qui interagit avec CLN3, provoquent une forme de NCL avec des
symptomes qui sont aussi retrouvés dans la maladie CLN3. Dans nos travaux précédents, nous
avons montré que CLN5 interagit avec la sortiline (également appelée SORT1). Par conséquent,
nous avons rationalisé que CLN3 pourrait également interagir avec ce récepteur de tri lysosomal.
Pour tester cette hypothese, nous avons réalisé une expérience de BRET et trouvé une interaction
entre CLN3 et la sortiline (Fig. 2.1 E, courbe bleue). Nous avons ensuite déterminé I'impact que les
mutations causant la maladie CLN3 pourraient avoir sur cette interaction. Par rapport au CLN3
de type sauvage, nous avons trouvé des interactions plus faibles pour la sortiline — CLN3F295K ¢t 1a
sortiline — CLN3MOP (Fig. 2.1 F). Fait intéressant, nous n’avons trouvé aucun changement dans
les interactions sortiline — CLN3R334H et sortiline — CLN3V33F par rapport a I'interaction sortiline
— CLN3 (Fig. 2.1 F). Pour confirmer nos données BRET, nous avons testé ces interactions par
co-immunoprécipitation (co-IP) (Fig. 2.8 A).

Une étude précédente avait montré que la coloration par immunofluorescence de Rab7A était
diminuée dans les cellules exprimant la mutation homozygote (CLN3 Delta ex7 /8 / O] N3 Delta ex7 / 8)
par rapport aux cellules de type sauvage . Sur cette base, nous avons étudié si CLN3 est nécessaire
pour le recrutement membranaire de Rab7A en générant des cellules HeLa CLN3-KO en utilisant la
technologie CRISPR / Cas9 (Fig. 2.9 A). Nous avons également généré des cellules Rab7A-KO en
utilisant la méme souche parentale HeLa pour servir de contrdle dans nos expériences (Fig. 2.9 B).
Des travaux antérieurs ont démontré que les cellules porteuses de mutations de CLN3 accumulent
des autophagosomes positifs pour LC3II, suggérant une activité autophagique défectueuse. Pour
tester les cellules CLN3-KO présentaient le méme phénotype en ce qui concerne I’autophagie, nous
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avons induit I’autophagie par privation de nutriments en incubant des cellules de type sauvage,
CLN3-KO et Rab7A-KO en présence ou en 'absence de BafAl. Les résultats obtenus dans les
cellules HeLLa CLN3-KO soutiennent les résultats précédemment publiés, suggérant que les cellules
dépourvues de CLN3 sont défectueuses aux derniers stades de 'autophagie. Combiné avec nos
données de séquencage, cela confirme la perte de fonction de CLN3 dans cette lignée cellulaire.

En utilisant la lignée cellulaire HeLa CLN3-KO, nous avons réalisé une technique d’isolation
membranaire pour déterminer si CLN3 est nécessaire pour le recrutement membranaire de Rab7A
dans des cellules HeLa de type sauvage, CLN3-KO et CLN3-KO exprimant FLAG-CLN3 (Fig. 2.2
A). La quantification de 5 expériences indépendantes a montré que le recrutement membranaire
de Rab7A n’était pas altéré dans les cellules CLN3-KO (Fig. 2.2 B). La petite GTPase Rab7A
régule le recrutement spatio-temporel de rétomere, un complexe protéique nécessaire pour un trafic
endosome-TGN efficace du récepteur au mannose 6-phosphate cation-indépendant (CI-MPR) et
de la sortiline. Dans les cellules dépourvues de rétomere, ces récepteurs ne sont pas efficacement
recyclés vers le TGN, s’accumulent au niveau des endosomes tardifs et sont ensuite dégradés dans
les lysosomes. Cependant, dans les cellules n’exprimant pas Rab7A, CI-MPR n’est pas recyclé
efficacement vers le TGN, sans pourtant étre dégradé. Nous avons répété le test d’isolation de
membrane et inclus des cellules HeLa Rab7A-KO comme controle. En effet, nous avons démontré
précédemment une réduction du recrutement de rétromere au niveau des membranesdans les cellules
HEK293 Rab7A-KO. Par rapport aux cellules HeLa de type sauvage, nous avons observé une
diminution significative du recrutement de rétromere (tel que détecté par coloration avec la sous-
unité de retromere Vps26A) dans les cellules HeLa Rab7A-KO,.Néanmoins, nous n’avons observé
aucun changement significatif en ce qui concerne les cellules CLN3-KO (Fig. 2.2 C).

Bien que la distribution membranaire de rétomere ne soit pas modifiée dans les cellules CLN3-
KO, nous nous sommes demandé si nous pouvions observer d’autres changements. Rab7A interagit
avec rétromere, ce qui est nécessaire pour le recrutement spatio-temporel de ce dernier. Nous avons
déterminé si l'interaction entre Rab7A et rétromere est affectée dans les cellules CLN3-KO. Par
rapport aux cellules HeLa de type sauvage, nous avons trouvé une interaction plus faible entre
Rab7A a Vps26A dans les cellules CLN3-KO (Fig. 2.3 B). Nous avons précédemment démontré
RabT7A doit d’étre palmitoylé pour pouvoir interagir efficacement avec rétromere. Nous avons testé
si le niveau de palmitoylation de Rab7A était plus faible dans les cellules CLN3-KO par rapport aux
cellules HeLa de type sauvage, en utilisant la technique Acyl-RAC (Fig. 2.3 C). La quantification de
trois dosages Acyl-RAC indépendants n’a pas permis de trouver de changements significatifs dans
le niveau de palmitoylation de Rab7A dans les cellules CLN3-KO, par rapport aux cellules HeLa de
type sauvage (Fig. 2.3 D). Nous avons ensuite voulu testé si la charge GTP que porte Rab7A était
affectée dans les cellules CLN3-KO, grace a I'utilisation d’un biocapteur de FRET bien caractérisé.
Nous n’avons trouvé aucune différence dans la charge GTP de Rab7A entre les cellules HeLa de
type sauvage et CLN3-KO (Fig. 2.3 E), suggérant que CLN3 ne modifie pas la charge GTP de
RabT7A.

Nous nous sommes ensuite demandé si CLN3 pouvait interagir avec rétromere. En utilisant la
technique de BRET, nous avons pu mettre en évidence une interaction entre ces deux partenaires
(Fig. 2.4 A, courbe bleue). Les mutations CLN3R334H (Fig. 2.4 A, courbe rouge) et CLN3F295K
(Fig. 2.4 A, courbe noire) n’ont aucun impact sur cette interaction (Fig. 2.4 B). Il est intéressant de
noter que le CLN3V330F (Fig. 2.4 A, courbe verte) augmente la propension CLN3 & interagir avec
rétromere, tandis que la mutation CLN3M9P (Fig. 2.4 A, courbe violette), affaiblit significativement
I'interaction (Fig. 2.4 B). Nous avons a nouveau utilisé la co-immunoprécipitation pour confirmer
ces résultats de BRET (Fig. 2.8 A). CI-MPR et la sortiline sont connus pour interagir avec rétomere,
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ce qui est nécessaire pour leur trafic endosome-TGN. En utilisant la technique de BRET, nous avons
étudié 'interaction dans les cellules HeLa CLN3-KO pour déterminer si CLN3 joue un rdle dans cette
interaction (Fig. 2.4 E, courbe bleue). Nous avons trouvé une interaction significativement affaiblie
entre rétomere et la sortiline dans les cellules CLN3-KO par rapport aux cellules HeLa de type
sauvage (Fig. 2.4 F). Ces résultats ont une nouvelle fois été confirmés par co-immunoprécipitation
(Fig. 2.10 B).

Puisque nous avons observé une plus faible interaction entre rétromere et la sortiline dans les
cellules CLN3-KO et que rétomere est nécessaire pour le trafic endosome-TGN efficace de CI-MPR
et de la sortiline, nous voulions déterminer si le recyclage des récepteurs de tri lysosomal était
régulé par CLN3. Nous avons effectué une expérience de chasse au cycloheximide pour déterminer
la stabilité du récepteur. Nous avons observé une diminution des niveaux de sortiline et de CI-MPR
dans les cellules HeLa CLN3-KO par rapport aux cellules Rab7A-KO et HeLa de type sauvage (Fig.
2.11 A). La complémentation de la lignée CLN3-KO par la protéine CLN3 fusionnée a 1’épitoge
FLAG (FLAG-CLN3) a permis de rétablir le phénotype (Fig. 2.11 A). Lorsque nous avons voulu
déterminé les effets des mutations pathogenes de CLN3 sur la stabilité de ces deux récepteurs cargo,
nous avons observé que I’expression de CLN3V330F  CLN3E295K  CLN3LI0P ot CLN3R334H dang les
cellules CLN3-KO ne rétablissent que partiellement la dégradation de la sortiline et du CI-MPR.
Cela suggere que ces mutants conservent tout de méme une certaine activité, bien qu’inférieure a
celle de CLN3 de type sauvage.

La cathepsine D (également connue sous le nom de CTSD) est une hydrolase lysosomale dont
le trafic vers les lysosomes est médié par CI-MPR. La perturbation du trafic de CI-MPR induit par
Pinhibition post-transcriptionnelledes sous-unités de rétromere ou de Rab7A conduit au bloquage
de la maturation de la cathepsine D, entralnant I’accumulation de formes pro et intermédiaires
de la protéine, et une réduction de la forme lysosomale mature. Puisque nous avons observé la
dégradation du CI-MPR et de la sortiline dans les cellules HeLa CLN3-KO, nous avons cherché a
déterminer si cela avait un impact sur le traitement de la cathepsine D (Fig. 2.5 C). Par rapport
aux cellules HeLa de type sauvage, les cellules HeLa CLN3-KO et Rab7A-KO présentaient une
augmentation des formes pro et intermédiaires, mais une réduction de la cathepsine D mature par
rapport aux cellules HeLa de type sauvage (Fig. 2.5 D).

Lors de la stimulation de 'EGF, le récepteur de 'EGF (EGFR) est internalisé et peut étre soit
recyclé vers la membrane plasmique, soit dégradé dans les lysosomes. Rab7A est un régulateur clé
de la voie de dégradation qui intervient dans les étapes ultérieures de ce processus. Au moins deux
effecteurs Rab7A sont impliqués dans la dégradation de TEGFR : RILP et PLEKHM1. En effet,
I’inhibition de I'une ou l'autre de ces protéines entraine des retards significatifs dans la cinétique
de dégradation de PEGFR. Afin de déterminer si CLN3 module cette voie qui implique Rab7A,
nous avons étudié la cinétique de dégradation de 'EGFR. dans les cellules HeLa de type sauvage,
CLN3-KO et Rab7A-KO. Lors d’une stimulation des cellules avec de 'EGF et cycloheximide, le
niveau d’EGFR endogéne a été déterminé par Western blot (Fig. 2.6 A). Lorsque nous avons
comparé la cinétique de dégradation de 'EGFR dans les cellules CLN3-KO, nous avons trouvé des
retards significatifs a 10, 15 et 30 min par rapport aux cellules de type sauvage. Ensuite, nous
avons étudié la cinétique de dégradation de 'EGF couplé a la sonde Alexa Fluor 488 (EGF-488)
en utilisant les mémes lignées cellulaires pour confirmer notre résultat de dégradation de 'EGFR.
Apres 30 min de chasse, les cellules CLN3-KO HelLa présentaient presque deux fois plus d’EGF que
les cellules de type sauvage (Fig. 2.6 D). La cinétique de dégradation retardée observée dans les
cellules CLN3-KO peut étre expliquée par une fonction lysosomale diminuée en raison d’un trafic
endosome-TGN défectueux. Il est aussi envisageable que 'EGF et TEGFR ne soient pas dégradés



car ils n’atteigneraient pas les lysosomes efficacement en raison de problemes de fusion entre les
membranes des endosmoses tardifs et les lysosomes les empécheraient .

Afin de comprendre le mécanisme impliqué dans la dégradation retardée de 'EGFR, nous avons
utilisé le BRET pour déterminer si les interactions Rab7A — RILP, Rab7A — PLEKHMI et / ou
Rab7A — FYCOL1 étaient affectées (Fig. 2.7 A — F ). FYCOL1 est un effecteur Rab7A requis pour le
trafic antérograde des vésicules, tandis que RILP et PLEKHM1 sont impliqués dans la fusion et la
dégradation de la membrane. Nous n’avons trouvé aucun changement significatif dans l'interaction
entre RILP et Rab7A (Fig. 2.7 A, B) ou FYCO1 et Rab7A (Fig. 2.7 C, D) dans la nature -type
par rapport aux cellules CLN3-KO HelLa. Nous avons trouvé un changement dans 'interaction
entre PLEKHMI1 et Rab7A, donnant moins d’interaction dans les cellules CLN3-KO par rapport
aux cellules de type sauvage (Fig. 2.7 E, F).

Discussion & Conclusion

Nous avons confirmé l'interaction CLN3-Rab7A en utilisant la technique de BRET dans des cel-
lules vivantes. De plus, nous avons montré que deux mutations de CLN3, CLN3R334H ot CLN3V330F
augmentaient la force de cette interaction. Cela suggere que ces deux mutations pourraient retenir
Rab7A sur les membranes plus longtemps ou empécher son cycle efficace, un processus nécessaire
pour un fonctionnement optimal. Fait intéressant, deux autres mutations ponctuelles, CLN3F295K
et CLN3M0IP "1°ont eu aucun effet sur cette interaction. Cependant, ces deux mutations ont affaibli
Iinteraction CLN3-sortiline. Combiné avec le fait que CLN3 est nécessaire a la fois pour les inter-
actions Rab7A-rétromere et rétromere-sortiline, nos données révelent un réle pour CLN3 dans la
modulation de la fonction de rétromere. Il est bien établi que des défauts de la fonction de rétromere
ou de la sortiline affectent le tri et la maturation de la cathepsine D. Une publication précédente
a mis en évidence des défauts dans le trafic et la maturation de ’enzyme lysosomale cathepsine
D dans des cellules CLN3 Delta ex7 /8 ) QN3 Delta ex7 /8 ] aplation de CLN3 entraine la dégra-
dation lysosomale de la sortiline et du CI-MPR, phénoméne trés probablement due a un trafic
endosome-TGN déficient de sortiline et de CI-MPR. En outre, une étude protéomique récemment
publiée étudiant I'impact des mutations CLN3 sur le contenu lysosomal a révélé une diminution de
28 protéines lysosomales, dont la cathepsine D et la prosaposine. Alors que le trafic de la cathepsine
D vers les lysosomes est médié par CI-MPR, la prosaposine nécessite la sortiline. Considérés dans
leur ensemble, ces résultats indiquent que CLN3 jouerait un réle crucial dans la régulation du tri
et du trafic lysosomal. En tant que tels, nos résultats fournissent une explication moléculaire a ces
observations précédentes.

RabT7A joue également un role crucial dans la dégradation des cargaisons endocytaires telle que
I’EGFR. Nous avons trouvé des retards significatifs dans la dégradation de 'EGFR et de 'EGF
dans les cellules CLN3-KO. Cela pourrait s’expliquer de deux manieres. Premierement, CLN3 est
impliqué dans le trafic de la sortiline,récepteur de tri lysosomal. Il a été démontré que des défauts
dans le trafic de cette protéine ou des défauts de la fonction de rétromere ont un impact significatif
sur la fonction des lysosomes. Deuxiémement, Rab7A est nécessaire pour la fusion des endosomes
et des lysosomes, un processus nécessitant la présence des protéines RILP et PLEKHMI1. Bien que
nous n’ayons trouvé aucun changement dans 'interaction Rab7A — RILP dans les cellules CLN3-KO,
nous avons trouvé une réduction significative de l'interaction Rab7A — PLEKHM1. Cela suggere
des événements de fusion défectueux. Combiné & une fonction lysosomale diminuée, cela pourrait
expliquer le retard significatif de la dégradation de P'EGF et de 'EGFR. La voie Akt — mTOR est
régulée a la hausse dans les fibroblastes de patients JNCL. EGFR est connu pour activer plusieurs
voies de signalisation, y compris Akt. Le trafic dérégulé et la dégradation de PEGFR peuvent
conduire a une signalisation accrue. Nos résultats pourraient au moins partiellement expliquer la
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régulation & la hausse de la voie Akt-mTOR trouvée dans les fibroblastes de patients atteints de

JNCL.

L’autophagie est affectée dans les cellules n’exprimant pas CLN3. Les cellules HeLa CLN3-KO
présentent également une altération de autophagie, similaire & celle observée dans le Rab7A-KO.
Cela suggere des défauts aux étapes avancée de la voie de l'autophagie, probablement a 1’étape
de fusion avec les lysosomes. PLEKHMI1 est I'un des facteurs jouant un role essentiel dans la
modulation de la fusion des autophagosomes avec les lysosomes. Des défauts dans cette machinerie
de fusion conduisent & un déréglement de 'autophagie, mais également a une diminution de la
cinétique de dégradation de 'EGFR. Nous proposons '’hypothese que ce phénotype observéchez les
patients atteints de JNCL est du a des défauts de la fonction de PLEKHMI1 et de la fonction du
lysosome induit par un mauvais adressage de la sortiline et du CI-MPR.

En conclusion, nos résultats indiquent que CLN3 joue un role majeur dans la régulation d’un
sous-ensemble de fonctions Rab7A. Nous avons précédemment montré un role similaire pour CLN5,
une protéine soluble trouvée dans la lumiére des endosomes et des lysosomes. Comme CLN3 et CLN5
sont connus pour interagir, nous posons I’hypothese que les deux protéines pourraient fonctionner
comme un complexe régulant Rab7A et rétromere. La découverte de ces mécanismes moléculaires

permettrait d’expliquer au moins partiellement, le phénotype observé chez les patients atteints de
la JNCL.

Deuxieme article: CLN5 et CLN3 fonctionnent comme un complexerégulateur de
la fonction de I’endolysosome

Des mutations de la lignée germinale dans le gene CLNS sont des causes de la maladie CLN5. On
trouve notamment des mutations par substitutions substitutions d’acides aminés (R112H, N192S,
D279N) mais des mutations non-sens conduisant a la production de protéines tronquées suite a
l'apparition de codons stop prématurés (W75X et Y392X), La mutation non-sens , CLN5Y392X gt
la mutation la plus courante chez les patients. Les patients atteint de cette forme de NCL ont des
symptomes qui apparaissent précocement, entre 3 a 7 ans, et et ont une durée de vie qui ne dépasse
pas l'adolescence. Des travaux récents ont suggéré que le CLN5 pourrait fonctionner comme une
glycoside hydrolase, mais ses cibles endogenes n’ont pas été identifiées. De plus, CLN5 serait lié a
la régulation du pH lysosomal et de la mitophagie. Pour approfondir notre compréhension de cette
protéine, en utilisant de petits ARN interférents (siRNA), notre laboratoire a généré des cellules
HeLa knockdown CLN5 (CLN5XP). Dans ces cellules, nous avons précédemment démontré une
diminution du recrutement de Rab7A au niveau des membranes. Rab7A est une petite GTPases
qui peut se lier et recruter rétomere, un complexe protéique qui régule le trafic endosome-trans
Golgi (TGN). Une fois recruté,rétromere interagit avec les extrémités cytosoliques des récepteurs
de tri lysosomal, le récepteur du mannose 6-phosphate cation-indépendant (CI-MPR) et la sortiline
pour permettre leur recyclage. Dans les cellules HeLa CLN5-KD, la diminution du recrutement
de Rab7A et de rétrocede au niveau des membranes a entrainé la dégradation lysosomale de CI-
MPR et de la sortiline, et un mauvais adressage de lacathepsine D. Au-dela du recrutement de
rétromere, Rab7A régule également la dégradation de la cargaison endocytique telle que | 'TEGFR
via son interaction t avec PLEKHM1, régule le mouvement des organites en interagissant avec RILP
et régule les derniers stades de I'autophagie en médiant la fusion entre les autophagosomes et les
lysosomes grace au complexe HOPS et d’autres facteurs d’attache.

Dans mon premier article déja mentionné, nous avons montré que CLN3 est également nécessaire
pour le recyclage des récepteurs de tri lysosomal vers le réseau endosome-TGN. Cette protéine
CLN3 glycosylée se localise dans les membranes endolysosomales parmi d’autres emplacements
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intracellulaires, et peut interagir avec d’autres protéines CLN, y compris CLN5. Cependant, les
fonctions de ces interactions ne sont pas connues. L’inhibition de CLN3, au contraire de CLN5,
n’a pas affecté la localisation ou l'activation de Rab7A ou de son effecteur rétomere. , CLN3
est nécessaire pour 'interaction efficace de Rab7A avec rétomere, et pour l'interaction rétomere /
sortiline, agissant trés probablement comme une protéine d’échafaudage.

Dans cette étude, nous avons généré des cellules HeLa knockout CLN5 (CLN5X9) sur la méme
lignée cellulaire parentale utilisée pour générer des cellules knockout CLN3 (CLN3K©) et Rab7A
(Rab7AKO). Ce systéme knock-out nous a permis d’étudier les effets d’une mutation causant la
maladie CLN5. Nous avons étendu nos études pour tenter d’identifier les mécanismes responsables

des défauts de dégradation endocytaire et d’autophagie.

Dans nos travaux antérieurs menés sur des cellules HeLa CLN5%P. nous avons montré une

diminution du recrutement membranaire de Rab7A conduisant & une diminution significative du
recrutement membranaire de son effecteur, rétromere. Afin d’étudier le role des mutations causant la
maladie CLN5, nous avons généré des cellules HeLa CLN5XO en utilisant la technologie d’édition de
génome CRISPR / Cas9. Pour confirmer nos résultats précédents obtenus dans les cellules CLN5XP
nous avons réalisé une expérience d’isolation membranaire dans les cellules HeLa CLN5X© et montré
que la inactivation totale de CLN5 ou I'expression de mutation CLN5Y392X _HA n’avait pas d’ effet
significatif sur la distribution membranaire de Rab7A (Fig. 3.1 B). La petite GTPase Rab7A régule
le recrutement spatio-temporel de rétromere. Par conséquent, nous avons répété le test de membrane
comme ci-dessus pour tester si CLN5 est nécessaire pour le recrutement membranaire de rétomere.
Par rapport aux cellules HeLa de type sauvage, nous avons observé une diminution significative du
recrutement de rétromere dans les cellules CLN5XC (Fig. 3.1 A). Le phénotype de type sauvage a
pourtant pu étre rétabli lorsque les cellules les cellules CLN5XO ont été complémentées avec CLN5-
HA., Cela indique que 'effet observé sur le recrutement de Vps26A est spécifique a la suppression
de CLNS5, et probablement pas un effet « off-target'(Fig. 3.1 A et C). L’expression de CLN5 Y392X
-HA dans les cellules CLN5 KO a partiellement restauré le recrutement desrétromére, mais pas a
des niveaux comparables a celui de CLN5 de type sauvage (Fig. 3.1 C) .

La question restait de savoir comment Rab7A était 1ié & la membrane, mais incapable de recruter
rétromere. Ces derniéres années, il a été démontré que Rab7A était phosphorylé, ubiquitiné et
palmitoylé. Il a été démontré que ces modifications post-traductionnelles régulent diverses fonctions
de cette petite GTPase, souvent en modulant I'interaction avec ses effecteurs. En particulier, nous
avons précédemment montré que la palmitoylation de Rab7A est nécessaire pour le recrutement de
rétomere sur les membranes endosomales. Puisque Rab7A est toujours lié a la membrane dans les
cellules CLN5 KO HeLa, mais que rétromeére ne I’est pas, nous avons utilisé la technique Acyl-RAC
pour tester si la palmitoylation de Rab7A est affectée dans ces cellules (Fig. 3.1 D) . Nous avons
constaté que la palmitoylation Rab7A était significativement diminuée dans les cellules HeL.a CLN5
KO par rapport aux cellules de type sauvage (Fig. 3.1 E).

Rab7A coordonne le recrutement spatio-temporel de rétomere sur les membranes endosomales.
Etant donné que nous avons observé une diminution du recrutement membranaire de rétomeére ainsi
qu'une diminution de la palmitoylation de Rab7A, nous nous attendions & observer une interaction
plus faible entre Rab7A et rétomeére dans les cellules HeLa CLN5 KO, Pour tester notre hypothese,
nous avons utilisé le transfert d’énergie de résonance de bioluminescence (BRET), comme nous
I’avons expliqué précédemment pour le premier article. Par rapport aux cellules HelLa de type
sauvage, nous avons trouvé une interaction plus faible entre Rab7A a Vps26A dans les cellules CLN5
KO (Fig. 3.2 B). Pour tester si la mutation causant la maladie dans CLN5 affectait 1'interaction
Rab7A / rétromere, nous avons exprimé HA-CLN5 de type sauvage (figure 2A, courbe verte) ou
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HA-CLN5 Y392X (figure 2A, courbe violette) dans les cellules CLN5 KO, Alors que 'expression de
HA-CLN5 a permis de rétablir U'interaction Rab7 / étromere (Fig. 3.2 B), I'expression de HA-
CLN5 Y392X e 1'a pas fait (Fig. 3.2 B). Nos travaux précédents suggerent que la palmitoylation
favorise ’association de Rab7A & un domaine endosomal spécifique pour optimiser son interaction
avec rétromere, sans affecter la capacité globale de la petite GTPase a interagir avec cet effecteur.
En tant que tel, lorsque I'interaction Rab7A / retromeére a été analysée par la technique de BRET,
préservant ainsi les membranes cellulaires, nous avons observé une diminution de I'interaction, alors
qu’aucun changement n’a été observé par co-immunoprécipitation, cette méthode ne permettant
pas de conserver la compartmentation cellulaire. Pour confirmer si tel était le cas dans les cellules
HeLa CLN5 KO nous avons effectué une co-immunoprécipitation entre Rab7A et rétomére dans
des cellules HeLa de type sauvage et CLN5 KO (Fig. S1C). Nous n’avons trouvé aucun changement
dans l'interaction Rab7A / rétomere en utilisant cette méthode.

Le CI-MPR et la sortiline sont connus pour interagir avec rétomere, ce qui est nécessaire pour
leur trafic endosome-TGN. En utilisant la technique de BRET, dans mon premier article, nous
avons montré que la sortiline et la sous-unité Vps26A interagissent, et que cette interaction est
significativement plus faible dans les cellules CLN3 KO par rapport aux cellules HeLa de type
sauvage. Nous avons testé I'interaction sortiline / rétomeére dans les cellules CLN5 KO HeLa pour
déterminer si cette protéine joue un role dans cette interaction. Nous avons trouvé une interaction
significativement affaiblie entre rétomere et la sortiline dans les cellules CLN5 XO par rapport aux
cellules HeLa de type sauvage (Fig. 3.2 D). L’interaction entre rétromere et la sortiline dans les
cellules CLN5 XO HeLa pourrait étre rétablie en exprimant HA-CLN5 (Fig. 3.2 C, courbe verte).
En revanche, I’expression de HA-CLN5 Y392X dans des cellules HeLa CLN5 KO (Fig. 3.2 C, courbe
violette) n’a pas permis de rétablir 'interaction (Fig. 3.2 D). Pour confirmer nos données de BRET,
nous avons immunoprécipité la sous-unité Vps26A endogene avec un anticorps anti-Vps26A et réalisé
un western blot suivi d’'un marquage de sortiline endogene (Fig. S1C). Par co-immunoprécipitation,
nous n’avons observé aucun changement dans l'interaction Vps26A / sortiline dans les cellules
CLN5 KO suggérant que les protéines peuvent interagir lorsque leur localisation intracellulaire
membranaire n’est pas prise en compte.

Dans les cellules n’exprimant pas rétomere, la sortiline n’est pas efficacement recyclée vers le
TGN, s’accumule dans les endosomes tardifs et est ensuite dégradée dans les lysosomes. Nous avons
précédemment démontré que les cellules CLN5-KO présentent le méme phénotype . En utilisant
les cellules HeLa CLN5 KO nous avons effectué une expérience de chasse de cycloheximide afin
de déterminer la stabilité du récepteur sortiline. Une analyse par Western blot (Wb) montre une
diminution des niveaux de sortiline dans les cellules HeLa CLN5 KO & 3 et 6 heures par rapport
aux cellules HeLa de type sauvage (Fig. 3.3 A). La complémentation de la lignée CLN5-KO par
une la protéine CLN5 fusionnée a 1’épitoge HA (CLN5-HA) a permis de rétablir le phénotype de
type sauvage (Fig. 3.3 A). Au contraire, la complémentation des cellules CLN5-KO avec le mutant
CLN5 Y392X _HA d n’a pas réduit la dégradation de la sortiline (Fig. 3.3 A).

Puisque nous avons observé la dégradation de la sortiline dans les cellules HeLa CLN5 ¥O nous
avons cherché & déterminer si cela avait un impact sur la fonction lysosomale. La cathepsine D est
d’abord produite sous forme de pro-cathepsine D de 53 kDa (proCatD), qui est ensuite clivée en
une forme intermédiaire de 47 kDa (iCatD), avant de devenir la cathepsine D mature de 31 kDa
(mCatD), une fois localisée dans le lysosome. Par rapport aux cellules HeLa de type sauvage, les
cellules CLN5 KO présentent une fraction d’iCatD significativement plus grande et une fraction de
mCatD significativement réduite (Fig. 3.3 D).
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Récemment, nous avons montré que CLN3 fonctionne comme une protéine d’échafaudage pour
assurer les interactions Rab7A / rétomere et rétomeére / sortiline, qui sont séquentiellement néces-
saires pour réguler le recyclage de la sortiline vers le réseau endosome-TGN. Dans cette étude, nous
avons démontré un role de CLN5 dans la régulation de la stabilité de la sortiline. Cependant, la
question demeure de savoir comment une protéine lysosomale soluble, CLN5, peut réguler les in-
teractions Rab7A / rétomeére et rétomere / sortiline, qui ont lieu dans le cytosol. Afin de mieux
comprendre la relation entre CLN5 et CLN3 et leurs fonctions dans cette voie, nous avons voulu
déterminer si CLN5 pouvait jouer un role dans la modulation des interactions impliquant CLN3
et ses effecteurs. Des études antérieures ont montré que CLN3 et CLN5 interagissent. Nous avons
confirmé ces données par co-immunoprécipitation puis étudié 'effet de la mutation de CLN5 Y392X
sur la force de I'interaction (Fig. S2A). Il apparait que Y3%2X n’affecte pas 'interaction de CLN5 et
CLN3 (Fig. S2A). L’interaction CLN3 / Rab7A a été précédemment mise en évidence en utilisant
des expériences de co-immunoprécipitation et de BRET. Pour déterminer si CLN5 joue un role
dans cette interaction, nous avons utilisé la technique de BRET, qui nous a permis d’observer que
I'interaction CLN3 / RabT7A est plus faible dans les cellules n’exprimant pas de CLN5 (Fig.3.4 B).
Le phénotype de type sauvage a pu étre compléetement rétabli lorsque les cellules CLN5-KO ont été
complémentées avec HA-CLN5 (Fig. 3.4 A, courbe verte) (Fig. 3.4 B); alors que la complémenta-
tion réalisée avec HA-CLN5 Y392X p’a conduit qu’a un rétablissement partiel du phénotype (Fig.
3.4 A, courbe violette) (Fig. 3.4 B).

Nous avons précédemment démontré 'interaction entre CLN3 et rétromere. Nous avons utilisé
la technique de BRET afin de tester si CLN5 joue un réle dans la modulation de cette interaction.
Nous avons trouvé que 'interaction CLN3 / retromer était significativement plus faible dans les
cellules CLN5 XO que dans les cellules HeLa de type sauvage (Fig. 3.4RE). Comme attendu, la
complémentation des cellules CLN5 KO avec HA-CLN5 a permis de rétablir I'interaction CLN3 /
retromer (Fig. 3.4 B, courbe verte); alors que la complémentation réalisée avec HA-CLN5 Y392X 1’
que partiellement rétabli I'interaction (Fig. 3.4 C, courbe violette) (Fig. 3.4 D).

Nous avons également montré les interactions entre CLN3 et la sortiline et entre CLNb5 et la
sortiline. Pour tester si la mutation pathogeéne de CLN5, CLN5 Y392X  affectait sa capacité a
interagir avec la sortiline, nous avons effectué un test de co-immunoprécipitation (Fig. S2C). CLN5
de type sauvage et CLN5 Y392X ont pu interagir avec la sortiline. Nous avons ensuite utilisé le
BRET pour comparer l'interaction CLN3 / sortiline dans les cellules HeLa de type sauvage (Fig.
3.4 E, courbe bleue) ou CLN5 XO (Fig. 3.4 E, courbe rouge). Nous avons trouvé une interaction
significativement diminuée dans les cellules CLN5 KO (Fig. 3.4 F). L’expression de HA-CLN5 dans
les cellules CLN5 KO HeLa a permis de restaurer le phénotype (Fig. 3.4 F, courbe verte), au
contraire du mutant HA-CLN5 Y392X (Fig. 3.4 F, courbe violette). Pour confirmer nos résultats de
BRET, nous avons effectué une expérience de co-immunoprécipitation pour déterminer le role de
CLN5 dans la modulation des interactions CLN3 / Rab7A, CLN3 / rétomere et sortiline / CLN3
(Fig. S2B). Nous avons constaté que le rétromere (Vps26A), Rab7A et la sortiline pouvaient co-
immunoprécipiter avec Flag-CLN3 dans les cellules HeLa de type sauvage, mais pas dans les cellules
HeLa CLN5 KO,

Une autre fonction de Rab7A est la médiation des étapes clés de la dégradation de la cargaison
endocytaire. Lors de la stimulation avec le facteur de croissance épidermique (EGF), le récepteur
EGF (EGFR) est internalisé et peut étre soit recyclé a la surface cellulaire, soit dégradé dans les
lysosomes. Au moins deux effecteurs Rab7A ont été impliqués dans la dégradation de TEGFR, RILP
et PLEKHM1. L’inhibition de I’'une ou ’autre de ces protéines entraine des retards significatifs dans
la cinétique de dégradation de 'EGFR. Pour déterminer si le CLN5 est impliqué dans cette voie,
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nous avons étudié la cinétique de dégradation de 'EGFR dans les cellules HelLa de type sauvage
et CLN5 KO Lorsque nous avons comparé la cinétique de dégradation de "EGFR dans les cellules
CLN5 X0 nous avons trouvé un retard significatif 15 minutes apres stimulation & 'EGF par rapport
aux cellules de type sauvage, sans différence significative aprés 120 minutes (Fig. 3.5 B). Ensuite,
nous avons testé la cinétique de dégradation de 'EGF couplé a la sonde Alexa-488 (EGF-488)
en utilisant les mémes lignées cellulaires, pour confirmer nos résultats de dégradation de 'EGFR
par miscorpscopie. Aprés 15 minutes de poursuite, les cellules HeLa CLN5 KO
dégradation retardée par rapport aux cellules de type sauvage (Fig. 3.5 I).

ont montré une

Afin de comprendre le mécanisme responsable du retard de dégradation de 'EGF et de 'EGFR,
nous avons utilisé le BRET pour déterminer si les interactions Rab7A / PLEKHMI1 ou Rab7A /
RILP étaient affectées (Fig. 3.6 A - D). RILP et PLEKHM!1 sont impliquées dans la dégradation de
cargaisons protéiques internalisées telles que 'EGFR soit en participant a la fixation des vésicules,
comme c’est le cas de PLEKHMI1, soit en régulant le mouvement des vésicules, comme c’est le cas
de RILP. Nous n’avons trouvé aucun changement significatif dans 'interaction entre PLEKHM1
et Rab7A dans les cellules HeLa CLN5 KO par rapport aux cellules de type sauvage (Fig. 3.6 B).
D’autre part, l'interaction entre RILP et Rab7A a été significativement réduite dans les cellules
CLN5 KO (Fig. 3.6 D). Rab7A peut interagir avec RILP pour ensuite engager des moteurs a
dynéine pour le transport des lysosomes versl’extrémité négative des microtubules . Si ce systeme de
transport est affecté en raison de la diminution de l'interaction Rab7A / RILP, nous nous attendrions
a observer une diminution du mouvement des lysosomes apres 'induction de l'autophagie et la
privation de nutriments. Nous avons comparé le positionnement des lysosomes, par coloration avec
la protéine de membrane lysosomale CD63, dans des cellules de type sauvage et CLN5 KO qui ont
été privées de nutriments afin d’activer le processus d’autophagie (Fig. 3.6 E - H ). Bien que nous
ayons observé le mouvement des lysosomes dans les cellules CLN5 KO ces derniers étaient beaucoup
moins importants que dans les cellules HeLa de type sauvage (Fig. 3.6 Het H ‘). En effet, le nombre
de lysosomes périnucléaires étaient significativement inférieurs pour les cellules CLN5 K© que pour
cellules HeLa de type sauvage (Fig. 3.6 I).

En se déplagant vers 'extrémité négative des microtubules, les lysosomes peuvent fusionner de
maniere efficace avec les autophagosomes. Cette étape est nécessaire pour garantir une dégradation
autophagique efficace. Des études antérieures ont rapporté des anomalies autophagiques dans des
cellules dans lesquelles I'expression de CLN5 était inhibée ou éteinte. Par conséquent, dans les
cellules HeLa CLN5 KO on s’attendrait & moins de fusions autophagosome / lysosome et & un flux
autophagique défectueux. Pour tester la capacité des lysosomes a fusionner avec les autophago-
somes, nous avons exprimé mCherry-LC3 et Lamp1-GFP de type sauvage (Fig. 3.7 A - C) et CLN5
KO (Fig. 3.7 D - F). LC3 est un marqueur des autophagosomes, tandis que Lampl est un marqueur
des lysosomes. Au début de I’autophagie induite par privation de nutriments , les autophagosomes
LC3-positifs fusionnent avec les lysosomes Lampl-positifs, formant des autolysosomes afin de dé-
grader le matériel. Les cellules ont été privées de nutriments pendant 3 heures dans du EBSS et la
colocalisation de mCherry-LC3 et Lampl-GFP a été déterminée. Par rapport aux cellules de type
sauvage, la colocalisation de LC3 et Lampl était significativement réduite dans les cellules Hela
CLN5 KO (Fig. 3.7 J), suggérant que le mouvement rétrograde déficient des lysosomes empéchait
la fusion entre les autophagosomes et les lysosomes.

Ensuite, nous avons utilisé une sonde LC3 en tandem (mTagRFP-mWasabi-LC3) pour étudier
leflux autophagique. mWasabi est sensible au pH (plus sensible que 'EGFP), alors que mTagRFP
ne l'est pas. Lorsque 'autophagie a lieu de maniére normale, la fusion des autophagosomes avec
des lysosomes entraine la dégradation du mWasabi, on observe alors du rouge. Au contraire, des
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blockage des derniers stades de 'autophagie (pas de fusion autophagosome avec les lysosomes) se
traduisent par une augmentation dejaune, avec une diminution correspondante du signal rouge,
car mWasabi n’a pas été désactivé. Nous avons exprimé mTagRFP-mWasabi-LLC3 dans les cellules
de type sauvage (Fig. 3.7 K) et CLN5 XO (Fig. 3.7 L), puis nous avons induit une carence en
nutriment avec duEBSS pendant 3 heures. Dans les cellules HeLa CLN5 KO la fusion est altérée, par
conséquent, mWasabi n’est pas exposé au pH acide de la lumiére du lysosome et aucune extinction
ne se produit. Par conséquent, le signal rouge est significativement diminué (Fig. 3.7 L et N).

Discussion & Conclusion

Dans les cellules HeLa CLN5 XP| nous avons précédemment observé que moins de Rab7A et
de rétromere étaient liés a la membrane. Nous avons retrouvé le méme phénotype dans les cellules
HeLa CLN5 KO Jorsqu’elles sont complémentées avec CLN5 de type sauvage, mais pas lorsqu’elles
sont complémentées avec le mutant pathogene CLN5 Y392X Bien que le recrutement de rétromeére
soit altéré dans les cellules HeLa CLN5 KO Rab7A, lui, était toujours lié & la membrane. Cela
a soulevé deux interrogations. Comment expliquer I’écart de phénotypes entre les modeles KD et
KO, et comment Rab7A pourrait-il étre lié & la membrane sans pourtant étre capable de recruter
rétromere? Nous avons émis I’hypothese que I'extinction totale de ’expression de CLN5 dans le
modele KO a conduit la cellule a compenser l'effet, tandis que l'inhibition a court terme de CLN5
par siRNA était trop transitoire pour permettre a la cellule de mettre en place ces mécanismes .
Nous avons précédemment montré que la palmitoylation Rab7A était nécessaire au le recrutement
efficace de rétomere sur les membranes endosomales, mais n’était pas nécessaire a la localisation
membranaire de Rab7A. Nous avons constaté que la palmitoylation de Rab7A était significativement
diminuée dans les cellules HeLa CLN5 KO, ce qui explique la diminution de I'interaction Rab7A /
rétomere mesurée d par BRET, ainsi que la diminution subséquente du recrutement de rétromere.
La palmitoylation de Rab7A n’est pas nécessaire pour moduler 'interaction Rab7A / rétomere en
soi, mais sert a localiser Rab7A dans des domaines spécifiques de la membrane endosomale pour
favoriser 'interaction. Lorsque la compartimentation cellulaire n’est pas conservée, comme lors de
la réalisation d’'une co-immunoprécipitation, la forme non palmitoylée de Rab7A interagit s avec
rétomere. En tant que tel, il n’est donc pas surprenant qu’avoir observé 'interaction de Rab7A avec
retromére par co-immunoprécipitation dans des cellules HeLa CLN5 KO,

Le recrutement de rétomere sur les membranes endosomales permet le recyclage du récepteur
lysosomal de tri sortiline vers le réseau endosome-TGN. L’interaction sortiline / rétomere a été
perturbée dans les cellules HeLa CLN5 KO par rapport aux cellules HeLa de type sauvage. Alors
que expression de CLN5 de type sauvage dans les cellules HeLa CLN5 KO a permis de rétablir
Iinteraction sortiline / rétomere, I'expression CLN5 Y392X ne I’a pas fait. Cela suggere que les
résidus a l'extrémité C-terminale de CLN5 sont nécessaires pour l'interaction sortiline / rétomeére.
Cependant, le mécanisme par le biais duquel ces résidus modulent cette interaction reste a déter-
miner. La diminution de l'interaction sortiline / rétomeére observée dans les cellules HeLa CLN5
KO devrait conduire & la dégradation de la sortiline . Comme dans les cellules HeLa CLN5 KP | 1a
sortiline est dégradée dans les cellules HeLa CLN5 KO, Ce phénotype reste inchangé lorsque les
cellules sont complémentées avec le mutant pathogéne CLN5 Y392X - Seule lexpression de CLN5
de type sauvage a permis de prévenir la dégradation de la sortiline,. Prises ensemble, ces obser-
vations soulignent le role crucial de CLN5 dans la modulation du recrutement Rab7A-dépendant
de rétromere et de sa fonction . En effet, en modulant le niveau de palmitoylation de la petite
GTPase, CLN5 établit les conditions d’une interaction Rab7 / rétomeére optimale, assurant une
liaison rétomere / sortiline efficace et le recyclage de cette derniere vers le TGN; qui & son tour se
traduit par un fonctionnement normal du lysosome .
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Dans mon premier travail publié, nous avons démontré que CLN3 fonctionne comme une protéine
d’échafaudage assurant des interactions protéine-protéine efficaces. Dans cette étude, nous avons
démontré la diminution des interactions Rab7A / retromere et rétomere / sortiline dans les cellules
HeLa CLN3 KO ce qui conduit par conséquent & la dégradation anormale de la sortiline. Nous avons
trouvé des résultats similaires dans les cellules HeLa CLN5 XO. En outre, nous avons constaté que
CLNS5 est nécessaire pour les interactions CLN3 / rétomere et CLN3 / sortiline. La complémentation
des cellules HeLa CLN5 KO avec la protéine CLN5 de type sauvage a conduit a la restauration du
phénotype sauvage, alors que la complémentation avec le mutant pathogéne ne I’a pas permis . Sur
la base de ces données, nous proposons un modele dans lequel CLN3 et CLN5 fonctionnent comme
un complexe endosomal requis pour le trafic endosome-TGN efficace de la sortiline. Un recyclage
inefficace entraine un désordre lysosomal caractéristique de la maladie CLN5. Dans cette étude,
nous proposons donc un mécanisme potentiel de la pathogénese pour la maladie CLN5.

Nous nous sommes ensuite demandé si d’autres voies médiées par Rab7A sont affectées dans
les cellules HeLa CLN5 KO, Nous avons trouvé des retards significatifs dans la dégradation de
EGFR et de 'EGF. Ce phénomeéne pourrait étre due a une altération de la fonction lysosomale,
ou bien a une diminution des événement de fusion de la cargaison endocytaire avec les lysosomes,
mécanisme également modulé par Rab7A. La protéine RILP, effectrice de Rab7A, est impliquée
dans la dégradation de cargaisons internalisées telles que 'EGFR, en médiant le mouvement des
vésicules. L’effecteur de Rab7A PLEKHMI, quant a lui, est un facteur d’arrimage nécessaire a
la fusion des endosmoses a la fois pour les processus de dégradation et d’autophagie. Dans les
cellules HeLa CLN5 XO | nous n’avons trouvé aucun changement au niveau de l'interaction Rab7A
/ PLEKMHI, mais avons trouvé une diminution de l'interaction Rab7A / RILP. Cela a entrainé
une diminution du mouvement des lysosomes CD63 positifs vers la région périnucléaire, étape
importante dans le processus autophagique. En effet, nous avons observé moins de colocalisation
des autophagosomes contenant la protéine LC3II avec les lysosomes Lampl-positifs , lorsque la
carence en nutriments est induite dans les cellules HeLa CLN5 KO En outre, I'utilisation de la
sonde LC3 en tandem (mTagRFP mWasabi-LC3) a également permis de mettre en évidence une
réduction du flux autophagique . Alors que la diminution de la fonction lysosomale joue un réle dans
la pathogénicité de la maladie CLNb, les troubles de 'autophagie et de la dégradation des cargaisons
endocytaires sont tres probablement dus a la dérégulation des mouvements des lysosomes donc a
une diminution des événements de fusion.

En conclusion, dans cette étude, nous démontrons que CLN5et CLN3fonctionnent comme un
complexe de régulation du trafic endosome-TGN. Alors que CLN3 se comporte comme une plate-
forme d’interaction, CLN5 garantit que les interactions de CLN3 avec ses effecteurs, qui sont vitales
pour le bon fonctionnement lysosomal, sont maintenues et régulées. Ces découvertes éclairent les
mécanismes moléculaires responsables de la pathogenese des NCL causées par des mutations des
protéines CLN5 et CLN3.
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Chapter 1

Introduction

Can dementia be diagnosed in children? Although not being heard much, there are over 70 rare
disorders causing dementia in children, collectively affecting 1 in 2,800 newborns worldwide. In
1903, Dr. Frederick Eustace Batten described the most common cause of childhood dementia as
neuronal ceroid lipofuscinoses (NCL). The mutations in the genes coding for 13 different CLN
proteins lead to this deadly neurodegenerative disease. As the name indicates, NCL causes toxic
lipofuscin accumulation inside the lysosomal compartments. Unfortunately, there are no treatment
options for this inherited disorder because the function of most CLN proteins is still not known.
The goal of this thesis is to gain fundamental insights into the functional role of CLN3 and CLN5.
Understanding the pathways these lysosomal proteins regulate holds the key to identify biomarkers

and/or therapeutic targets to treat children suffering from NCL.

Lysosomes are the acidic organelles regulating the digestive functions of cells while also serving
as a signaling hub to modulate cellular needs. The lysosomal homeostasis strictly relies on endocytic
trafficking. RABTA is the master regulator of this pathway. It modulates the biogenesis, formation,
maturation, and membrane composition of lysosomes. Interestingly, RAB7A interacts with both
CLN3 and CLN5. We hypothesize that soluble lysosomal CLN5 protein functions through endolyso-
somal transmembrane CLN3 protein to regulate various RABT7A functions. This principle might
explain the toxic auto-fluorescent lipopigment accumulation within the lysosomal compartment of

NCL patient cells.



1.1. Lysosome

1.1 Lysosome

In 1949, Belgian biologist Christian de Duve discovered the lysosome while studying glucose 6-
phosphatase activity. Compared to whole cellular extracts, they obtained very low acid phosphatase
activity using differential centrifugation. By chance, they observed the expected activity when they
left the fractionated cells to rest for a few days before the measurement. Through these observations,
he hypothesized that this enzyme is sealed in an enclosed compartment, limiting its access to the
substrate. Over time, diffusion enabled it to show its enzymatic activity. They described these
spherical compartments as "saclike structures". In 1955, upon additional discovery of some other

hydrolases, Duve named these new organelles as "lysosomes"(de Duve, 2005; Castro-Obregon, 2010).

1.1.1 Structure and function of lysosomes

Micrometre diameter-sized (0.2 to 1.2 pm) spherical structures originate from the Golgi apparatus,
by their tiny vesicular pinching out of Golgi, to generate these membrane-enclosed lysosomal or-
ganelles (Trivedi et al., 2020). The biogenesis of lysosomes are decribed by four different models.
While "maturation" model describes their formation from plasma membrane followed by their mat-
uration into acidic vesicles, "vesicular transport" model indicates the need of multivesicular bodies
(MVBs) for vesicular cargo mobilization to lysosomes. "Kiss and run" model, on the other hand,
describes the cargo transfer between lysosomes and endosomes by contact site formation. The last
model, "fusion and fission", defines a hybrid organelle formation to rebuilt the lysosomes (Trivedi
et al., 2020). A mammalian cell contains around 50 to 1000 lysosomes dispersed throughout the
cytoplasm (Meyers, 2006). Lysosomes contain more than 60 acid hydrolases in their lumen. They
include phosphatases, lipases, nucleases, glycosidases, and others (Lubke et al., 2009) to degrade
biological macromolecules of cellular waste, old cells, pathogens, consumed nutrients, and other
debris. A single outer lysosomal membrane protects the rest of the cell from this degradation pro-
cess. Lysosomal hydrolases operate at an acidic pH of mostly less than 5. This internal pH of the
lysosome, which is more acidic than the rest of the cell, is provided by transmembrane proteins.
An H" pump in the lysosomal membrane uses the energy of ATP hydrolysis to pump H into the
lysosome to maintain its acidity (Forgac, 2007). Other than the vacuolar Ht-ATPase (V-ATPase),
there are Na® and Cl™ transporters involved in maintaining lysosomal H™ ion content by translo-

cating the ions in and out of lysosomes. Acidification mechanisms must be offset by either the influx



Chapter 1. Introduction

» QQ_‘:V-ATPase 1\1 \
lon channels, ‘% % LAMPs SNAREs Organelle

_

fusion
transporter§ . He @ Tethering
%) **/\f/» factors
oS pH4.5-5.0 ¢ ¢ Organelle
. & > contacts
ma
Cholesterol Hydrolases ‘ GTPases
bt b () Enzyme activators/ w"'@ s
3% protective factors Motility
U Motor
Transport proteins® adaptors

Signalling

Sugar ( ) complexes Metabolic
transporters signalling
Nucleoside %
transporters

N
-4

/\

Transcription Gene
—_—— %
factors regulation

Amino acid
transporters

Figure 1.1: Properties of lysosome (Ballabio & Bonifacino, 2020)

The lysosome comprises a specific set of luminal (hydrolases, transport proteins, and enzyme activators), integral-membrane
(Transporters, ion channels, LAMPs, v-ATPase), and peripherally associated proteins (Small GTPases, motor adaptors, tethering
factors). The luminal proteins are required to degrade various substrates, integral membrane proteins serve as gateways into and
out of the lumen, protect the membrane from degradation and serve to regulate lysosome biogenesis, while peripheral proteins
are necessary for motility and fusion.

of cytosolic anions into the organelle or the efflux of luminal cations to the cytoplasm to operate

(Steinberg et al., 2010).

The very first endocytosis experiments, using labeled proteins and bacterias, demonstrated the
digestive function of lysosomes. Fragments of internalized molecules were observed within the lyso-
somal compartments (Straus, 1954; Cohn, 1963). Because of their role in terminal degradation,
lysosomes have often been considered as a waste disposal system of the cell. Thanks to several
discoveries (such as the localization of the master growth regulator (mTORC1) on lysosomal mem-
branes), it has been shown that lysosomes are at the center of a complex regulatory network. Today,
we know that lysosomes control cellular homeostasis by regulating metabolic signaling, gene tran-
scription, immunity, plasma membrane repair, cell adhesion, and migration mechanisms. They do
so by moving around the cytosol to interact with other cellular structures (such as the cholesterol
sensor ORP1L (oxysterol-binding protein)) to communicate with other organelles (such as ER (En-

doplasmic reticulum)) (Rocha et al., 2009). Accordingly, lysosomes can change their composition,
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size, and number via fusion and fission to regulate pathways and to show their diverse functions to

maintain cellular homeostasis.

1.1.2 Autophagy

Eukaryotic cells evolved in a way to resist hunger for long periods by a self-eating mechanism called
autophagy. Digesting their cytoplasmic components allows a cell to recycle its molecules to build up
the necessary metabolites for their survival. Just like starvation, some other stimuli like hypoxia,

oxidative stress, infection, and ER stress can also induce autophagy (Khandia et al., 2019).

Under normal conditions, the mammalian target of rapamycin (mTOR) is found in an active
state on the lysosomal membrane to stimulate cellular growth. At the same time, mTOR blocks
autophagy by inhibiting autophagy activator complexes via phosphorylation. Unc-51-like kinase
(ULK), phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) complex, transmembrane protein complex (Atg9 and
WIPI), and two ubiquitin-like protein conjugation systems (Atgl2 and LC3) are the 4 complexes
for autophagy activation. ULK complex is composed of ULK-1, Atgl3, Atgl01, and FAK-family
interacting protein (FIP200). The PI3K complex is composed of Atglh, vacuolar protein sorting
(VPS)15, VPS34, Beclin 1, and Beclin 1-regulated autophagy protein 1 (AMBRAL1) (Hansen et al.,
2018).

Lysosome-to-nucleus signaling is regulated by transcription factor EB (TFEB), which is under
the control of mMTOR. TFEB induces the expression of lysosomal genes upon cellular need by reg-
ulating the expression of the Coordinated Lysosomal Expression and Regulation (CLEAR) group
of genes. Palindromic CLEAR elements (with GTCACGTGAC motif) were found in the promoter
region of 96 lysosomal genes. TFEB was shown to bind this CLEAR elements to code for soluble
lysosomal enzymes, membrane proteins, and all of the accessory proteins that regulate lysosome
physiology. Under normal conditions, mTOR phosphorylates TFEB for its cytosolic localization.
When autophagy is induced, inactive mTOR, can no longer phosphorylate TFEB. So, TFEB relo-
cates to the nucleus for lysosomal gene transcription. Thus, the nuclear activity of TFEB increases

lysosomal function and trafficking needed for autophagy (Sardiello, 2016).

The autophagic activity starts with the formation of a double-membrane vesicle called a phagophore.

The ULK complex is activated first to phosphorylate AMBRA1, required for PI3K complex acti-
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vation. Then, the ubiquitin-like system gets activated to induce microtubule-associated light chain
protein 3b (LC3)/ phosphatidylethanolamine (PE) conjugation. Then, LC3-I starts to become lip-
idated to form LC3-II. LC3-II proteins locate on both surfaces of the membrane to extend and
complete the phagophore. The growing phagophore engulfs cytosolic materials either in a selective
or a non-selective way to form vesicles called autophagosomes. When a complete autophagosome is
formed, transmembrane protein complexes get activated to form intraluminal vesicles before acidi-
fication takes place. Then, the autophagosome fuses with the lysosome to break down the materials
or organelles inside these autolysosomes. This process requires the HOPS (homotypic fusion and
protein sorting) complex to aid tethering, and PLEKHM1 (pleckstrin homology domain-containing
family M member 1) to establish a strong interaction of the two membranes (van der Kant et al.,
2013; McEwan et al., 2014), two of which are regulated by Rab7 GTPase. This is followed by
autophagosomal SNARE (Syntaxin-17, Atgl4, synaptosomal associated protein 29 (SNAP-29)) in-
teractions with the late endosomal /lysosomal SNAREs (Vamp8 / Vamp?7) (Seranova et al., 2017)
for the fusion of the lipid bilayers (Parlati et al., 2002; Zhao & Zhang, 2018). The fusion is also
regulated by the lysosomal membrane proteins like lysosome-associated membrane proteins 1 and
2 (LAMP1-2). At the same time, they are important for autophagosomal maturation. Later, the

molecules are degraded and recycled for the synthesis of needed molecules (Khandia et al., 2019).

Concerning the mechanism of cargo sequestration, autophagic processes are divided into 3 dif-
ferent groups. Direct engulfment of cytoplasmic components into the lysosome is called microau-
tophagy. On the other hand, if the cargo contains a unique (pentapeptide (KFERQ)) motif for
lysosomal degradation, chaperone-mediated autophagy (CMA) takes over. In CMA, proteins are
recognized by HSC70 (Heat Shock Cognate 70 kDa protein) chaperone complex, bringing them to
the lysosomal surface for Lamp2A favored lysosomal translocation (Kumsal & Maria, 2017). The
third and the best-characterized group is macroautophagy. If not indicated, the autophagic process
refers to this group. Double-membrane autophagosomal vesicles fusion with lysosomes is called
macroautophagy. The autophagy of selective targets can be named with respect to the degraded
cargo; such as mitophagy for mitochondrial, ribophagy for ribosomes, and xenophagy for pathogen
degradation (Hansen et al., 2018). Poly-ubiquitination of the cargo allows cargo receptors to specif-
ically localize on the cargo with high affinity. Autophagic machinery is then recruitted on the cargo
through their interaction with the cargo receptors. Autophagosome forms around the cargo with

high avidity to avoid other cytoplasmic material enclosure (Zaffagnini & Martens, 2016).
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Figure 1.2: The macroautophagy process (Hansen et al., 2018)

mTOR and AMP-activated kinase (AMPK) are the two sensors for cellular metabolism and growth. While mTOR activity
blocks autophagy, AMPK activates it. Upon autophagy induction, the cargo to be degraded is engulfed in a double-membrane
phagophore structure. When the sequestration of the cargo is completed, these autophagosome structures become ready to
fuse with acidic vesicles. Autophagosome/lysosome fusion creates the autolysosomes to degrade the autophagic cargo. Unc-51-
like kinase (ULK), phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) complex, transmembrane protein complex (Atg9 and WIPI), and two
ubiquitin-like protein conjugation systems (Atgl2 and LC3) are the 4 complexes for autophagy activation. ULK complex is
composed of ULK-1, Atgl3, Atgl01, and FAK-family interacting protein (FIP200). The PI3K complex is composed of Atgl5,
vacuolar protein sorting (VPS)15, VPS34, Beclin 1, and Beclin 1-regulated autophagy protein 1 (AMBRA1). For the initiation,
ULK1 is activated (1) to start membrane nucleation (2) by activating the PI3K complex. PI3K together with the Atg9 and
WIPI starts the phagophore formation (2). Then, the two ubiquitin-like protein conjugation systems get activated to lipidate
the LC3 proteins. The formation of LC3-II provides phagophore extension (3). Cytosolic materials are included inside the
autophagosomes upon complete phagophore formation. Autophagosome/lysosome fusion (4) results in the degradation of the
autophagic materials (5).

1.2 Lysosomal proteins and their synthesis

Lysosomes are filled with various forms of hydrolytic enzymes (acid hydrolases) to degrade complex
macromolecules. Proteases, sulfatases, nucleases, lipases, phosphatases, and glycosidases reside in
the acidic lumen of this organelle to degrade proteins, sulfate esters, nucleic acids, lipids, phospho-
ric acid monoesters, and glycosidic bonds, respectively. The acidity and the various functions of
lysosomes are secured by lysosomal membrane proteins which include integral membrane proteins

and ion channels.

1.2.1 Soluble lysosomal proteins

Complex lipoproteins containing cholesteryl esters and triglycerides are broken down into fatty

acids (FA) and free cholesterol (FC) by lysosomal acid lipase (LAL). Re-esterification of FA and
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FC in ER form lipid droplets, which can be stored for later use. Lysosomal hydrolysis of lipid
droplets by LAL provides energy supply to cells by fatty acid oxidation (FAO) (Li & Zhang, 2019).
a- and [-galactosidases, hexosaminidases, sialidases, arylsulfatase A, S-galactosyl-ceramidase, (-
glucocerebrosidase (8-GC), ceramidases and sphingomyelinases are enzymes degrading lipids like
sphingolipids (Gieselmann, 1995). Likewise, cathepsins are a group of lysosomal proteases having a
role in many other cellular functions. They are classified into three groups concerning their function
and catalytic active site; serine, aspartic, and cysteine. The most well-characterized group is the
cysteine proteases, which is composed of cathepsin B, C, F, H, K, L, O, S, V, X, and W. Cathepsin
A and G are in the serine group, while D and E are in the aspartic group. Within all, cathepsin
B, L, D are the most abundant ones within a cell. Mutations related to lysosomal enzymes are
shown to cause rare genetic disorders. For instance, mutation in palmitoyl protein thioesterase
1 (PPT1) gene, coding for a serine lipase, leads to neuronal ceroid lipofuscinosis (NCL) type 1
(CLN1) disease. Moreover, cathepsin D, cathepsin F, tripeptidyl-peptidase 1 (TPP1) mutations
cause CLN10, CLN13, CLN2 disorders, respectively. Another NCL disorder is caused by CLN5
mutations, whose mature soluble protein is located in the lysosomal lumen upon cleavage (Jules
et al., 2017). Although the function of CLN5 is not known (Mole & Cotman, 2015), its role in
endosome-to-TGN trafficking through retromer regulation has been shown by our lab (Mamo et al.,

2012).

Since hydrolytic enzymes have digestive action on proteins, their activity is tightly controlled.
Upon their synthesis in an inactive state, they are glycosylated for their endolysosomal translocation.
When they reach an acidic pH, they become active (Stoka et al., 2016). The acidity is mostly
regulated by presenilin 1 (PS1), a transmembrane protein, through its action on the proton pump
vacuolar-type ATPase (V-ATPases). PS1 glycosylates v-ATPases for their stability and function
(Lee et al., 2015). Being the importance of proton pumps in the acidification process is mentioned,
it is essential to introduce the lysosomal ions regulating lysosomal biogenesis, motility, membrane
contact site formation, and homeostasis. Ca?*, Na™, K*, Zn?T, HT, Fe?T, and Cl~ are the well
known lysosomal ions. Cl™ is the most abundant anion in the lysosome. The most abundant
cation is Nat, regulating lysosomal membrane potential. Ca?? is, on the other hand, known to
have a very important role in signal transduction, lysosomal mobilization, trafficking, nutrient
sensing, and lysosomal biogenesis (Trivedi et al., 2020; Li et al., 2019). The H" ion content of the

lysosome (which is modulated by v-ATPase activity) depends on the location of the lysosome and
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the metabolic state of the cell. While peripheral lysosomes are more alkaline, perinuclear ones are
shown to be more acidic (Johnson et al., 2016). Lysosomal acidification is known to be important
for cellular proliferation and growth. And recently, it was shown that lysosomal Fe?* is the limiting

ion for cell survival (Weber et al., 2020).

1.2.2 Lysosomal membrane proteins

To prevent lysosomal membrane damage from the acidic lumen, most of the lysosomal membrane
proteins (LMPs) are glycosylated to form a glycoprotein layer, called glycocalyx, in the inner sur-
face of the lysosomal membrane. There are over 100 LMPs, with the most abundant ones being
lysosomal associated membrane proteins (LAMP-1 and LAMP-2), followed by lysosome integral
membrane protein 2 (LIMP2; also known as SCARB2), and the tetraspanin CD63. Other than be-
ing a simple barrier, LMPs have important roles in phagocytosis, autophagy, cell death, infection,
and membrane repair events (Schwake et al., 2013). LAMP-2A has important roles in chaperone-
mediated autophagy, S-GC trafficking, and the export of low-density lipoproteins (LDL) derived
cholesterol. Mutations in this protein have been shown to cause Danon disease. Patients experi-
ence cardiomyopathy, muscle weakness, and intellectual disability(Schwake et al., 2013). Two other
disease-related LMPs are CLN3 and CLN7, whose functions are not well defined. Mutations in

these CLN proteins cause rare lysosomal storage disorders (LSDs) (Mole & Cotman, 2015).

Other than LMPs, there are ion channels and transporters located on lysosomal membranes.
One of which is V-ATPase, which promotes acidification of the lumen, as already mentioned. An-
other transporter is Niemann-Pick C 1 (NPC1) that exports lysosomal cholesterols. Mutation in
this protein leads to lysosomal accumulation of cholesterol and sphingolipids causing Niemann-Pick
C (NPC) syndrome (Pfeffer, 2019). The ion channels are transient receptor potential mucolipin pro-
teins (TRPMLSs), two-pore channels (TPCs), big potassium channels (BK), human transmembrane
protein 175 (TMEM175), purinoceptor (P2X4), and chloride channels (CLCs). TRPML proteins
are non-selective ion channels permeable to mostly Ca?* and also to Nat, K+, Fe?*, Zn?* ions.
Their activity causes Ca?" export regulates various functions of the lysosome. Lysosomal pH and
membrane potential are important factors regulating their activity. An increase in reactive oxygen
species (ROS) is known to activate TRPML1 followed by TFEB nuclear translocation. TRPMLI is
mostly lysosomal while TRPML2 is mostly endosomal. On the other hand, the TRPML3 amount

10
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is quite similar on both membranes. TRPML1 is ubiquitously expressed, more in the brain, kidney,
spleen, liver, and heart. However, TRPML2 expression is limited to the thymus, liver, kidney, heart,
and spleen. Likewise, TRPML3 is expressed just in the cochlea, thymus, kidney, lung, eye, spleen,
melanocytes, and somatosensory neurons. Mutation in the encoding MCOLNI gene (coding for
TRPMLI1 channel) is related to Mucolipidosis type IV (MLIV) (a neurodegenerative disorder) and
many other LSDs (Trivedi et al., 2020). The stability of the lysosomal pH and the fusion events are
related to TMEM175 activity, which is regulating the majority of lysosomal K™ homeostasis. In
addition to TMEM175, BK channels (which belongs to the voltage-gated K™ channel superfamily)
mediates KT levels depending on the Ca?" flux for their activation. By forming a complex with
TRPMLI, it has been proposed that the released Ca?* from TRPMLI activates BK channels to
start lysosomal K™ influx to regulate lysosomal acidity (Feng et al., 2018). Next, there are the
TPCs. TPC1 and TPC2 are the two mammalian forms having selective impermeability to K™ ions.
On the other hand, they are impermeable to Ca’*, Nat and H™ ions. Lastly, there is the P2X4,
which is permeable to Cat. Interestingly, this channel is inactive in acidic but active in alkaline
environments. Also, its activity is shown to depend on luminal ATP. P2X4 plays a role in mem-
brane fusion events by activating calmodulin, an intracellular calcium-binding messenger protein

(Cao et al., 2015; Halling et al., 2016).

1.2.3 Synthesis of lysosomal proteins

Acid hydrolases, plasma membrane and secreted proteins of the lysosome are translated by polyribo-
somes on the surface of the rough endoplasmic reticulum (RER). Their N-terminal region contains
a hydrophobic signal peptide of 20 to 25 amino acids to secure their location at the beginning of
translation. Otherwise, they would be released into the cytosol (Moremen et al., 2012). The signal
peptide is recognized by the peptide-signal recognition particle (SRP) which transports the nascent
protein to the translocon (protein-conducting channel) in the ER membrane (Walter & Blobel,
1981). After the synthesis of the protein, the signal peptide is cleaved by a signal peptidase, which
causes the release of the enzyme into the RER (Fig. 1.3a).

During their synthesis, lysosomal enzymes are glycosylated by oligosaccharide transferase (OST).
OST adds preformed molecules of oligosaccharides, Glc3Man9GlcNAc2, to a certain asparagine

residue from a lipid intermediate. Glucosidase I (GlsI) then removes the terminal glucose residue. It
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Figure 1.3: Protein N-glycosylation and quality control of protein folding (Moremen et al., 2012)

(a) Synthesized glycoproteins are tagged with a lipid-linked intermediate by the oligosaccharyltransferase (OST). (b) The
partially formed intermediate undergoes the glycan trimming process by the activity of a-glucosidase I (GIsI) and a-glucosidase
IT a—f heterodimer (GISII a/f). Protein folding and quality control are performed by the function of ERp57 complex activity
together with calnexin/ calreticulin function. (c) The folding sensor (UDP-Glc: glycoprotein glucosyltransferase (UGGT1))
recognizes and re-glucosylates the incompletely folded glycoproteins to reintegrate them into the calnexin cycle. The correctly
folded proteins leave the ER for their Golgi localization. (d) On the other hand, the ER disposal system trims the misfolded
proteins by ER a-mannosidase I (ERManl) for proteasomal degradation.

is followed by glucosidase II (GIsII) maturation which removes two central glucose molecules. The
lysosomal enzymes now containing monoglucose are then folded by chaperones such as calnexin,
calreticulin, and BiP, which ensure the quality of protein folding (Moremen et al., 2012) (Fig.
1.3b). After correct folding of the enzyme, chaperones cleaves the last glucose residue. The free
glycoproteins then interact with mannosidase I (ERMan I) to produce octamannosyl intermediates.

Now, they are free to be transported to the Golgi in COPII coated vesicles (Fig. 1.3b). On the other
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Figure 1.4: Protein modification for lysosomal targeting (Stick & Williams, 2009)

Lysosomal proteins are modified by UDP-N-acetylglucosamine:lysosomal-enzyme N-acetylglucosamine-1-phosphotransferase
(N-acetylglucosamine-phosphotransferase) and a glycoside hydrolase (N-acetylglucosamine-1-phosphodiester — a-N-
acetylglucosaminidase (uncovering enzyme, UCE)) to transfer N-acetylglucosamine 1-phosphate to a mannose residue
and to cleave the glycosidic bond to free the phosphate group for M6P generation. M6P signals for lysosomal targeting, which
then is cleaved by phosphatases inside the lysosome.

hand, poorly folded glycoproteins are recognized by UGGT1 and reglucosylated for reintegration to
the chaperone cycle (Fig. 1.3c). Only the enzymes that have been correctly folded can leave the RER
for the Golgi. The others are degraded in the proteasome after withdrawal of their mannose residues
by ERMan I. This is followed by the intervention of mannosidases by EDEM family members (Fig.
1.3d).

Upon arrival in the Golgi, lysosomal proteins are modified with a complex set of sorting sig-
nals and recognition proteins for their vesicular transportation. This modification can either be
a removal/addition of complex sugar residues or phosphorylation to their oligosaccharide chains.
The most important modification of lysosomal enzymes is the phosphorylation of their mannose
residues to form mannose 6-phosphate (M6P) molecules. This enables the glycoproteins can to be
distinguished for lysosomal transportation. UDP-N-acetylglucosamine (UDP-GIcNAc) and the un-
covering enzyme (UCE) N-acetylglucosamine- Phosphodiester a-N-acetylglucosaminidase works one
after another to generate M6P. While UDP-GlcNAc makes the phosphodiester intermediate, UCE
then trims an N-acetylglucosamine to reveal the phosphate residue. Finally, the lysosomal sorting
receptors recognize M6P containing proteins for their destination to the endosomal/lysosomal sys-

tem (Fig. 1.4) (Stick & Williams, 2009). It should be kept in mind that not all lysosomal cargo
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works with M6P residue recognition for lysosomal sorting. Upon M6P route blockage, lysosomal
localization of some hydrolyses has been shown to be normal. The cargo sorting routh that uses
sortilin is one of the M6P independent lysosomal trafficking mechanism (Glickman & Kornfeld.,

1993).

1.3 Lysosomal sorting receptors

1.3.1 Mannose 6-phosphate receptor

When the lysosomal enzymes are marked by the M6P, they are recognized by specific receptors in
the Golgi. These mannose 6-phosphate (MPR) receptors form the two members of the ” P-Type
lectin” family; the cation-dependent mannose 6-phosphate (CD-MPR) and the cation-independent
mannose 6-phosphate receptor (CI-MPR) (Fig. 1.5) (Ghosh et al., 2003).

CI-MPR is a type-1 integral membrane glycoprotein of 274 kDa. Its broad extracellular region
has a domain of 15 repeat units with up to 38% similarity with CD-MPR. Also, the extracytoplasmic
region of CI-MPR has two M6P recognition sites in addition to the site that recognizes insulin-like
growth factor II (IGF II) on the cell surface. These sites provide the dual function of transporting
enzymes to the lysosome and a role in embryonic development (Morgan et al., 1987). CI-MPR is
also in