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1. Deutsche Zusammenfassung

1.1 Einleitung

Lysosomen sind als zentrale Kompartimente fur den intrazellularen Abbau und das
Recycling von Makromolekilen bekannt, werden aber zunehmend als Ubergeordnete
Regulatoren des zellularen Stoffwechsels verstanden (Ballabio und Bonifacino, 2020).
Aktuell sind 341 Proteine beschrieben, die an Biogenese, Funktion oder Regulation
lysosomaler Prozesse beteiligt sind (Muthukottiappan und Winter, 2021). Diese lassen
sich anhand ihrer Lokalisation in drei Hauptgruppen einteilen. Zum einen 78 luminale
Proteine, die Uberwiegend als Hydrolasen den Abbau eingelagerter Substrate
Ubernehmen. Des Weiteren 110 membranstandige Proteine, die flr die strukturelle
Integritat, den Transport kleiner Molekule oder Adapterfunktionen zustandig sind, sowie
eine Gruppe von 153 assoziierten Proteinen, die an metabolischer Regulation,
intrazellularer Signalibertragung und der Koordination von Organelleninteraktionen
beteiligt sind (vgl. Abb. 1).

Strukturelle oder funktionelle Stérungen dieser Proteine stehen mit zahlreichen
Erkrankungen in Verbindung. Insbesondere bei lysosomalen Speicherkrankheiten
(LSDs), bei denen genetische Varianten zu einem Funktionsverlust oder zur fehlerhaften
Lokalisierung lysosomaler Proteine fuhren und haufig in einer Akkumulation von
Substraten resultieren, was ein zentrales Merkmal der rund 70 bekannten LSDs darstellt.
Trotz ihrer individuellen Seltenheit weisen LSDs zusammengerechnet eine Inzidenz von
etwa 1 zu 5.000 Lebendgeburten auf (Meikle et al., 1999; Platt et al., 2018).

Dartber hinaus bestehen Zusammenhange zwischen lysosomalen Proteinen und einer
Vielzahl neurologischer Erkrankungen wie dem Morbus Alzheimer, dem Morbus
Parkinson oder der amyotrophen Lateralsklerose (Chang et al., 2017; Fassio et al., 2020;
Nixon, 2020). Besonders hervorzuheben ist dabei die Rolle der Glukozerebrosidase
(GBA), die den derzeit bekanntlich starksten genetischen Risikofaktor fur den Morbus
Parkinson darstellt. Zudem konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression des

Transkriptionsfaktors EB (TFEB), der als zentraler Regulator der Lysosomenbiogenese
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Abb. 1: Einteilung des lysosomalen Proteoms. Lysosomale Proteine lassen sich
basierend auf ihrer subzellularen Lokalisation in drei Gruppen untergliedern: Luminale
Proteine befinden sich im Inneren des Lysosoms, Transmembranproteine
durchspannen die Membran mit einer oder mehreren Domanen, und assoziierte
Proteine liegen im Zytoplasma vor und sind tber Protein- oder Lipid-Interaktionen an
der Lysosomenmembran gebunden (Golgi: Golgi-Apparat; vATPase: vacuolar-type
ATPase-Komplex). Dargestellt sind beispielhafte, lysosomale Proteinnamen der
zugehdrigen Gruppen; lllustration erstellt mit Biorender.com. (modifiziert nach Arora et
al., 2023)

fungiert, in Modellen von LSDs und neurodegenerativen Erkrankungen die Beseitigung

von pathologischen Proteinablagerungen erleichtern kann (Ballabio, 2016).

Im onkologischen Kontext beruht der pathologische Effekt, im Gegensatz zu
neurodegenerativen oder lysosomalen Speichererkrankungen, nicht auf einem
Funktionsverlust, sondern auf einer gesteigerten Aktivitdt lysosomaler Prozesse.
(Machado et al., 2021). Eine gesteigerte lysosomale Exozytose fuhrt zur vermehrten
Freisetzung proteolytischer Enzyme, die den Abbau der extrazellularen Matrix und somit
die Invasion und Metastasierung begunstigen (Piao und Amaravadi, 2016). Autophagie
kann dabei tumorsuppressive Eigenschaften aufweisen indem sie beschadigte
Zellbestandteile abbaut (Yue et al., 2003) oder tumorférdernde Eigenschaften durch die

Ausbildung von Stress- und Therapieresistenzen (Singh et al.,, 2018). Lysosomale



Hydrolasen tragen zudem zum Abbau der extrazellularen Matrix bei und unterstiitzen so

die Invasion und Metastasierung von Tumorzellen (Tu et al., 2008).

Trotz dieser bekannten Zusammenhange fehlte bislang ein systematischer Uberblick
daruber, in welchem Umfang lysosomale Proteine in Studien detektiert und als potenzielle
Biomarker identifiziert wurden. Ein direkter Nachweis erfolgt Uberwiegend
massenspektrometrisch, wahrend genomische Verfahren und transkriptionelle Ansétze
keinen Aufschluss lGber Proteinmengen, Isoformen oder posttranslationale Modifikationen
geben. LSDs werden aktuell hdufig durch den Nachweis charakteristischer Metabolite in
Dried Blood Spots (DBS) mittels fluorimetrischer oder massenspektrometrischer

Verfahren diagnostiziert (Darie-lon und Petre, 2024).

Fiur die Analyse von Proteinen steht eine Vielzahl massenspektrometrischer Verfahren
zur Verfigung. Bei der Massenspektrometrie werden durch enzymatische Verdauung die
Proteine zunéachst in Peptide zerlegt und in elektrisch geladene lonen Uberflhrt. Zunachst
werden die Peptidgemische mittels Flussigkeitschromatografie (LC) vor der
Massenspektrometrie anhand ihrer physikalischen und chemischen Eigenschaften unter
Verwendung eines Gradienten getrennt. (vgl. Abb. 2)
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Abb. 2: Vereinfachte Ubersicht zur massenspektrometrischen Quantifizierung von
Proteinen in klinischem Probenmaterial (abgebildet sind Blut-; Liquor-; Gewebe- und
Urinproben). 1) allgemeiner Workflow zur massenspektrometrischen Analyse beginnend
mit der Probenaufarbeitung (Proteinextraktion, ggf. Depletion), dem proteolytischen
Verdau sowie  optionaler  Fraktionierungs-  und/oder  Labellingmethoden.:
MS = Massenspektrometrie; LC-MS/MS = Flissigchromatographie-
Massenspektrometrie; m/z = Masse-zu-Ladung-Verhaltnis. Erstellt mit
Biorender.com.

Im Massenspektrometer werden die lonen im sogenannten MS1-Scan nach ihrem Masse-
zu-Ladung-Verhaltnis (m/z) getrennt und gezielt detektiert. Es ergibt sich daraus ein
Massenspektrum, das die relativen Intensitdten der verschiedenen Peptid-lonen

dargestellt. Um Informationen zur Aminosduresequenz eines detektierten Peptids zu



erhalten, wird ein ausgewahltes Peptid-lon, der sogenannte Precursor, gezielt durch
Kollision mit neuralem Gas zur Fragmentierung gebracht. Dabei zerfallt das Peptid in
Fragment-lonen, die in einem zweiten Schritt, dem MS2-Scan, erfasst werden. Durch die
Informationen von Precursor- und Fragment-lonen kann die Peptidsequenz
bioinformatisch rekonstruiert und das Protein identifiziert werden. Gleichzeitig erlauben
die Signalintensitaten je nach Analysemethode eine relative oder absolute

Quantifizierung.

Die Massenspektrometrie unterscheidet grundlegend zwischen ungezielten und gezielten
Ansétzen. Zu den ungezielten Ansatzen zéhlen Data-Dependent Acquisition (DDA) oder
Data-Independent Acquisition (DIA) Verfahren. Bei DDA wahlt das Massenspektrometer
nach jedem MS1-Scan je nach Einstellung die intensivsten Precursor-lonen aus und
fragmentiert sie einzeln in aufeinanderfolgenden MS2-Scans. Diese Vorgehensweise ist
stark signalabhéangig, da hochabundante Peptide bevorzugt analysiert werden, wahrend
weniger konzentrierte Peptide haufig Ubersehen werden. Die Auswahl der Precursor
variiert zudem von Messung zu Messung, was zu einer eingeschrankten
Reproduzierbarkeit fuhrt. Beim DIA-Verfahren wird der gesamte m/z-Bereich in breite,
Uberlappende Segmente aufgeteilt. Innerhalb eines jeden Segmentes werden alle lonen
gleichzeitig fragmentiert. (vgl. Abb. 3) Die MS2-Spektren enthalten allerdings

Mischsignale vieler Peptide. Deswegen erfordert ihre Zuordnung eine vorher erstellte
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Abb. 3: Schematische Darstellung ungezielter massenspektrometrischer Verfahren.
DDA: Data-Dependent Acquisition; DIA: Data-Independent Acquisition; m/z = Masse-
zu-Ladung-Verhaltnis. Erstellt mit Biorender.com
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Referenzbibliothek. In komplexen Proben kann das gleichzeitige Erfassen vieler Signale

zudem zu Signalverzerrungen (,Ratio-Compression®) fihren.

Insgesamt stol3en ungezielte massenspektrometrische Verfahren bei der Analyse niedrig-
abundanter Proteine an Grenzen, da ihre geringe Konzentration und die hohe Komplexitat
biologischer Proben eine zuverlassige und reproduzierbare Detektion erschweren.
Depletions-, Fraktionierungs- oder gezielte Anreicherungsverfahren koénnen diese
Problematik adressieren, indem sie die Probenkomplexitat gezielt vermindern und
dadurch die Nachweisempfindlichkeit erhohen. Alle genannten Ansatze sind aufwendig in
Bezug auf Material, Zeit und technische Umsetzung. Depletionsverfahren entfernen,
meist durch Antikdrper-basierte Bindung, hochabundante Proteine wie Albumin oder
Immunglobuline gezielt aus einer Probe (Whiteaker und Paulovich, 2011).
Fraktionierungsmethoden zielen darauf ab, komplexe Proben in weniger vielfaltige
Fraktionen zu unterteilen. Dies kann durch Trennung nach GroRe, Ladung oder
hydrophoben Eigenschaften mittels Gel-Elektrophorese oder Flussigkeitschromatografie
passieren. Die Markierung von Peptiden aus verschiedenen Proben mittels
isotopenbasierter oder chemischer Labelling-Methoden, in Kombination mit einer
vorgelagerten Fraktionierung, ermdglicht eine simultane Analyse mehrerer Proben
innerhalb eines einzelnen Massenspektrometrielaufs. Sie erlauben damit einen
guantitativen  Vergleich, wahrend die technische Variabilitat zwischen den
Einzelmessungen minimiert werden kann. Anreicherungsverfahren durch subzellulare
Fraktionierung, bei der Organellen zunachst isoliert und anschlieBend lysiert werden,
erhohen die Nachweiswahrscheinlichkeit niedrig-abundanter Zielproteine ebenfalls,
indem sie die Konzentration dieser Proteine relativ zur Gesamtproteinmenge erhéhen. Sie
eignen sich jedoch nur bedingt flr eine zuverlassige Quantifizierung, da sie haufig zu
variabler Ausbeute und verzerrten Konzentrationsverhaltnissen fiihren (Jiang et al.,
2024). Zudem sind sie meist nur mit frischem Probenmaterial durchfihrbar. Fir viele
gangige Probentypen wie Korperflussigkeiten oder formalinfixiertes Gewebe sind sie

daher nur bedingt geeignet (Fernandez-Costa et al., 2020).

Gezielte massenspektrometrische Techniken wie Selected Reaction Monitoring (SRM),
Multiple Reaction Monitoring (MRM) oder Parallel Reaction Monitoring (PRM)

ermoglichen die Analyse definierter Peptide mit erhdhter Nachweisempfindlichkeit und
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guter Reproduzierbarkeit auch in komplexen Probenmaterialien. Bei SRM wird gezielt ein
definierter Ubergang von einem Precursor-lon zu einem spezifischen Fragment-lon
detektiert, um ein bestimmtes Peptid mit hoher Spezifitdt zu identifizieren und zu
guantifizieren. MRM erweitert dieses Prinzip, indem in einem Messdurchlauf mehrere
solcher Ubergange simultan tberwacht werden, was die parallele Quantifizierung einer
Vielzahl definierter Zielpeptide ermdglicht. PRM basiert auf einem ahnlichen Ansatz, nutzt
jedoch hochauflésende Massenspektrometer, die nach Selektion eines Zielpeptids alle
zugehdrigen Fragment-lonen gleichzeitig und mit hoher Massenauflésung erfassen. (vgl.
Abb. 4) Das steigert die Selektivitdt, Genauigkeit und Flexibilitdt in der Auswertung,
wahrend die Anzahl gleichzeitig quantifizierbarer Peptide im Vergleich zu klassischen
MRM-Analysen meist etwas geringer ist (Lange et al., 2008; Burgess et al., 2014; Domon
und Gallien, 2015).

Neben MS-basierten Verfahren kommen haufig Immunoaffinitats-basierte Mikroarrays
(IMA) und Aptamer-basierte Mikroarrays (AMA) zum Screening auf potenzielle Biomarker
und in der Klinik zum Einsatz. (Dammer et al., 2022) Immunoaffinitats-basierte Methoden
beruhen auf der spezifischen Bindung von AntikGrpern an Zielproteine. Diese Bindung
wird anschlieBend uber gekoppelte Detektionssysteme quantifiziert. Aptamer-basierte
Verfahren nutzen synthetische Einzelstrang-DNA- oder RNA-Molekile (Aptamere), die

Selected Reaction Monitoring (SRM)/ Multiple Reaction Monitoring (MRM)
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Abb. 4: Schematische Darstellung gezielter massenspektrometrischer Methoden zur
Quantifizierung von Proteinen. SRM/MRM: Selected/Multiple Reaction Monitoring; PRM:
Parallel Reaction Monitoring; m/z = Masse-zu-Ladung-Verhaltnis. Erstellt mit
Biorender.com.
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eine spezifische, dreidimensionale Struktur ausbilden und so mit hoher Affinitat an ihre
Zielproteine binden kénnen. (vgl. Abb. 5)

Immunoaffinitats-basierte Mikroarrays (IMA)
Antikorperbindung Hybridisierung Amplifikation und Quantifizierung

&

Aptamer-basierte Mikroarrays (AMA)

Aptamerbindung Hybridisierung Amplifikation und Quantifizierung

Abb. 5: alternative, nicht-massenspektrometrische Verfahren zur Proteinquantifizierung,
die auf Mikroarrays basieren. Bei Immunoaffinitats-basierten Verfahren kommt es nach
Bindung zweier antikbpergebundener Oligonukleotide zur Hybridisierung der DNA, die
amplifiziert und quantifiziert wird. Bei Aptamer-basierten Verfahren werden
einzelstrangige und speziell gefaltete DNA- oder RNA Molekiule nach Bindung am
Zielprotein ebenfalls hybridisiert und anschliel3end amplifiziert und quantifiziert.

IMA: Immunoaffinitats-basierte Arrays; AMA: Aptamer-basierte Arrays. Erstellt mit
Biorender.com.

Die Orginalpublikation hatte zum Ziel, systematisch zu erfassen, welche lysosomalen
Proteine bislang im Kontext krankheitsbedingter Veranderungen in humanen Geweben
und Korperflissigkeiten beschrieben wurden. Dabei wird insbesondere analysiert,
welchen Einfluss die Wahl der analytischen Methodik auf die Nachweisbarkeit dieser
Proteine hat. Die Arbeit bietet damit einen umfassenden Uberblick (ber
krankheitsassoziierte Veranderungen des lysosomalen Proteoms, deren methodische
Erfassbarkeit sowie deren Potenzial fir eine zukinftige translationale Nutzung als

Biomarker in der klinischen Diagnostik.
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1.2 Material und Methoden

Die Grundlage dieser Arbeit umfasste eine systematische Literaturrecherche, die nach
den Kriterien der PRISMA-Guidelines geplant und umgesetzt wurde. Alle Recherchen
erfolgten im Februar 2023 unter Verwendung des R-Pakets easyPubMed (Version 2.13,
R 4.2.2) in Kombination mit der PubMed-Datenbank. Die Liste der verwendeten 341
lysosomalen Proteine basierte auf der Publikation von Muthukottiappan und Winter
(2021). Fur jedes Protein wurden drei spezifische Suchanfragen erstellt, um Studien mit
proteomischem, transkriptomischem oder genomischem Schwerpunkt zu identifizieren.
Dabei wurde nach den Begriffen: ,proteome®, ,proteomics®, ,Olink“ und ,Somascan® fur
proteomische Studien, ,transcriptome®, ,transcriptomics®, ,microarray” und ,RNA-seq" fur
transkriptionelle Studien, sowie ,whole genome sequencing“, ,comparative genomic
hybridization®, ,next generation sequencing®, ,genome wide association“ und ,gene
expression profiling“ fir genomische Studien im Titel und im Abstract gesucht, stets in
Kombination mit dem jeweiligen lysosomalen Gen und dem Suchbegriff ,biomarker®. Die

Ubernahme von Ubersichtsarbeiten wurde systematisch ausgeschlossen.

Die initial identifizierten 10683 Datensatze aus 6187 individuellen Studien wurden
anschlieBend manuell Gberpriuft. Ausgeschlossen wurden alle Studien, die an nicht-
menschlichen Proben durchgefiihrt wurden (n = 1951). Ebenfalls wurden Studien zu
Proteinen mit Bezug zum Lipoproteinmetabolismus (BRD4, MITF, MYC, TFE3, TFEB,
TFEC, ZKSCAN3, MTOR, SRC, APOB, APOE und LDLR) ausgeschlossen, da diese
Uberwiegend an allgemeinen zellularen Steuerungsmechanismen oder am
Lipidstoffwechsel auRerhalb des Lysosoms beteiligt sind (n = 1.290). In der Auswertung
waren diese Proteine Uberreprasentiert gewesen, obwohl sie nur einen indirekten Bezug
zum Lysosom haben. Ebenso entfernt wurden Tissue-Microarray-Studien mit
immunhistochemischem Schwerpunkt (n = 594) sowie Arbeiten, in denen CD63 oder
CD68 ausschlie3lich als allgemeine Zellmarker betrachtet wurden (n = 483). Dariber
hinaus wurden 243 Studien ausgeschlossen, in denen lysosomale Proteinnamen
irrtmlich als Bestandteil anderer Begriffe oder als Akronyme ohne funktionellen Bezug
zum Lysosom identifiziert wurden. FUnf weitere Studien wurden entfernt, da trotz Nennung
eines lysosomalen Proteins im Titel oder Abstract keine krankheitsrelevante Alteration

berichtet wurde. Zwei Studien wurden zudem als Ubersichtsarbeiten identifiziert und
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ebenfalls aus der Analyse ausgeschlossen (vgl. Abb. 6). Die finale Auswertung basierte
auf 2246 separaten Proteinbefunden aus 1619 individuellen Studien, in denen lysosomale
Proteine im Zusammenhang mit Krankheitsprozessen identifiziert wurden. Die Zuordnung
der Krankheitsklassen und deren Subklassen sowie die Einteilung in genomische,
transkriptionelle oder proteomische Studien erfolgte auf Basis der im Titel und Abstract
gemachten Angaben. Als Multiomiks-Analysen wurden Studien Klassifiziert, in denen
mindestens zwei in beliebiger Kombination oder alle drei Methodiken aus Genomik,

Transkriptomik oder Proteomik eingesetzt wurden.

Automatisierte Datenbankrecherche*
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Abb. 6: Flussdiagramm nach der PRISMA Richtlinie Gber die Schritte der Identifikation,
der Auswahl und des Einschlusses der Studien und Datensatze zur Analyse
lysosomaler Proteine fiir die Ubersichtsarbeit. Die Datensétze beschreiben die tiber alle
Studien identifizierte Gesamtzahl potenzieller lysosomaler Proteine als Biomarker. *Alle
Suchanfragen wurden mithilfe des easyPubMed 2.13-Packages in R-Version 4.2.2 in
Kombination mit PubMed im Februar 2023 durchgefiihrt; n= Stichprobenumfang. Erstellt
mit Biorender.com.
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Fur die proteomischen Studien wurde die Abdeckung lysosomaler Proteine in ungezielten
massenspektrometrischen Analysen untersucht. Im Fokus stand der Vergleich der
Detektionsraten in konventionellen Studien und sogenannten ,Ultra-Deep-Coverage“-
Ansétzen, die eine Kombination aus Depletions- und Fraktionierungsmethoden zur
Probenvorbereitung einsetzten. Die Auswertung erfolgte auf Basis der in den
Datenanhangen der Originalpublikationen gelisteten Proteinidentifikationen, wobei auch
das jeweils verwendete Probenmaterial bertcksichtigt wurde (vgl. Abb. 8). Zu diesem
Zweck wurden aus den identifizierten proteomischen Studien jeweils bis zu funf Arbeiten
ausgewabhlt, die die hochste Abdeckung lysosomaler Proteine pro Ansatz und Probentyp
aufwiesen, und exemplarisch dargestellt. Studien, die keine detaillierten Angaben

machten, konnten nicht in die Folgeanalysen einbezogen werden.

Ergdnzend wurden gezielte massenspektrometrische Verfahren im Hinblick auf ihre
untersuchten lysosomalen Proteine ausgewertet. In die Analyse eingeschlossen wurden
dabei nicht nur Studien, in denen lysosomale Proteine als potenzielle Biomarker
untersucht wurden, sondern auch solche, in denen dieser Nachweis nicht gelang.
Insgesamt wurden zwo6lf Studien ausgewertet, die gezielte massenspektrometrische
Verfahren einsetzten. In sechs dieser Studien konnten lysosomale Proteine als
potenzielle Biomarker identifiziert werden, wahrend die Ubrigen sechs zwar gezielte
Methoden verwendeten, jedoch in ihnen keine krankheitsassoziierten Proteinalterationen

nachgewiesen wurden.

Durch die umfassende Gegeniberstellung wurde eine orientierende Bestandsaufnahme
methodischer Ansatze zur Analyse lysosomaler Proteine in klinischen Proben ermdglicht,
um die aktuellen Limitationen der Verfahren zu identifizieren und Potenziale fir zukinftige

Studien aufzuzeigen.
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1.3 Ergebnisse

Nach Anwendung der oben beschriebenen Ausschlusskriterien wurden insgesamt 1.619
Studien in die finale Auswertung einbezogen, die mindestens eine Veradnderung in
Sequenz, Expression oder Menge von lysosomalen Genen, Transkripten oder Proteinen
in Verbindung mit insgesamt 245 unterschiedlichen Krankheitsbildern aufwiesen.
Insgesamt wurden 250 verschiedene lysosomale Proteine als potenzielle Biomarker
identifiziert (vgl. Abb. 7).

Den grof3ten Anteil machten onkologische Studien aus. 1009 Analysen deckten
mindestens eine von insgesamt 52 Tumorentititen ab und berichteten Uber
Veranderungen bei 205 verschiedenen lysosomalen Proteinen. 127 Studien zu
neurodegenerativen Erkrankungen berichteten tber Veranderungen in mindestens einem
von 58 verschiedenen lysosomalen Proteinen. In jeweils 68 Studien zu kardiovaskuléren
bzw. Autoimmunerkrankungen wurde mindestens eines von insgesamt 58 bzw. 31
lysosomalen Proteinen als potenzieller Biomarker beschrieben. Fir metabolische
Erkrankungen wurden in 54 Studien signifikante Veradnderungen in mindestens einem von
40 unterschiedlichen lysosomalen Proteinen berichtet. Die Verteilung innerhalb der
Proteinklassen (luminal, membranstandig, assoziiert) zeigt eine deutliche Dominanz
luminaler Proteine. Von den 78 bekannten luminalen Proteinen wurden 93 % in
mindestens einer der analysierten Studien als potenzielle Biomarker beschrieben. Im
Vergleich dazu wurden 70 % der membranstandigen und 64 % der in die Auswertung
einbezogenen, assoziierten Proteine in diesem Kontext genannt. Die am haufigsten
identifizierten Vertreter ihrer jeweiligen Klasse waren CTSD (luminal, 64 Studien),
SLC2A1 (membranstandig, 80 Studien) und ANXA1 (assoziiert, 92 Studien).

Die methodische Aufschlisselung zeigt, dass genomische (849 Studien) und
transkriptomische (822 Studien) Ansatze nahezu doppelt so haufig zu Nachweisen
fuhrten wie proteomische Strategien (575 Studien). Diese Erkenntnis zeigt sich zudem
unabhéngig des analysierten Krankheitskontextes. Innerhalb der ungezielten
massenspektrometrischen Arbeiten wurden insgesamt 137 lysosomale Proteine als

potenzielle Biomarker identifiziert, 86 davon jedoch nur in ein oder zwei Studien. Vor allem
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Abb. 7: Ubersicht Uber die Identifikationen lysosomaler Proteine als potenzielle
Biomarker, sortiert nach Krankheitsgruppen. Eingeschlossen wurden Publikationen, in
denen mindestens ein lysosomales Protein als potenzieller Biomarker identifiziert wurde.
Fur die vollstéandige Liste siehe Tabelle S1 der Orginalpublikation. Die Zuordnung erfolgte
sowohl nach subzellularer Lokalisation der Proteine (Luminal, Membranstandig,
Assoziiert; prozentuale Verteilung dargestellt im Kuchendiagramm) als auch nach dem
eingesetzten Analyseverfahren (Genomik, Transkriptomik, Proteomik, Multiomik;
prozentuale Verteilung dargestellt im Saulendiagramm). Angegeben ist jeweils die Anzahl
der Studien pro Krankheitsgruppe (in Klammern). Es werden nur Krankheitskategorien
mit mindestens zehn Studien dargestellt. ND = neurodegenerative Erkrankungen.
(modifiziert nach Arora et al., 2023)

bei kardiovaskularen Erkrankungen sowie Lungen- und Nierenerkrankungen zeigte sich
eine prozentuale Uberreprasentation von luminalen Proteinen, die als Biomarker
identifiziert wurden. Assoziierte lysosomale Proteine wurden insbesondere im Kontext von
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Lebererkrankungen als potenzielle Biomarker identifiziert. Fir membranstandige
lysosomale Proteine zeigte sich eine Uberreprasentation in metabolischen Erkrankungen
(vgl. Abb. 7). Die Proteine LAMP1 und LAMP2 zeigten mit jeweils dreizehn
Identifikationen unter den Transmembranproteinen den hochsten Wert bei den
proteomischen Studien an. Am Beispiel des transmembrandsen Proteins SLC2A1 erkennt
man, dass unter den 80 Studien, die SLC2A1 als Biomarker identifiziert haben, lediglich
acht Studien einen proteomischen Ansatz hatten, wéhrend genomische und
transkriptionelle Studien (31, respektive 41) den Uberproportionalen Hauptteil darstellen.
Den gleichen Effekt kann man bei LIPA, NEDD4, DEPTOR, LAPTMS5, IFITM1 oder IFITM3
beobachten. (vgl. Tabelle S1 der Orginalpublikation)

Die Detektionsrate lysosomaler Proteine hing mafigeblich von der eingesetzten
analytischen Tiefe ab. Ultra-Deep Studien kombinierten haufig Depletionstechniken zur
Entfernung hochabundanter Proteine mit Fraktionierungsmethoden. Dabei kamen oft
isotopenbasierte Labelling-Strategien zum Einsatz, um fraktionierte Proben innerhalb
eines Messdurchgangs vergleichbar zu machen. Solche Protokolle erméglichten eine
deutlich umfassendere Detektion luminaler, lysosomaler Proteine in allen untersuchten
Probentypen. Dagegen erreichten konventionelle, nicht-fraktionierte Standardverfahren
nur etwa die Halfte der Nachweise. Ein ahnliches Bild zeigte sich bei membranstandigen
und assoziierten Proteinen, die in Ultra-Deep-Studien in Gewebeproben eine Detektion
von bis zu 80-90 % dieser Proteine ermdglichten, die Nachweisrate in Korperflissigkeiten
wie Liquor, Plasma und Urin selbst bei hoher analytischer Tiefe meist aber unter 50 % der
identifizierbaren Proteine lag (vgl. Abb. 8). Die Studie mit der hochsten Identifikationsrate
lysosomaler Proteine in Gewebeproben konnte insgesamt 75% (256 individuelle
lysosomale Proteine) des gesamten lysosomalen Proteoms bei 109 Patienten mit
Adenokarzinom der Lunge im Lungengewebe erfassen (Xu et al., 2020).

Wahrend die Erfassung lysosomaler Proteine mittels ungezielter Verfahren demnach
stark von der analytischen Tiefe abhangt und insbesondere bei niedrig-abundanten
Proteinen an ihre Grenzen stol3t, konnen sie durch gezielte massenspektrometrische
Ansatze (SRM, MRM oder PRM) spezifisch adressiert werden. Durch die Fokussierung
auf definierte Zielpeptide ermdéglichen sie eine robuste Quantifizierung, auch in

komplexen Proben und unabhéngig von deren Gesamittiefe.
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Abb. 8: Grafische Darstellung (Saulendiagramme) der Identifikationsraten lysosomaler
Proteine in verschiedenen Studien und Probentypen mittels ungezielter
massenspektrometrischer Verfahren. Dargestellt sind absolute Proteinzahlen pro Studie
insgesamt und unterteilt nach ihrer lysosomalen Lokalisation (Luminal, Membranstandig
und Assoziiert). Die zugrunde liegenden Studien sind mit unterschiedlichen Grauténen
zur besseren Unterschiedung voneinander getrennt. Die Balken zeigen Uberlagert die
Nachweiszahlen flir die untersuchten Probenarten: CSF= cerebrospinal fluid (Liquor),
Pla= Plasma, Ser= Serum, Tissue (Gewebe) und Urin; U= Ultra-Deep-Coverage.
(modifiziert nach Arora et al., 2023)

Fur humane Proben wurden bislang in zwolf Studien insgesamt 29 individuelle lysosomale
Proteine in mindestens einer Studie gezielt analysiert (achtzehn Iluminal, flnf
membranstandig, sechs assoziiert). Das zum Zeitpunkt der Auswertung grofite Assay
umfasste dreizehn lysosomale Proteine, die im Liquor von Alzheimer- und Parkinson-
Patienten mittels PRM quantifiziert wurden, mit signifikanten Veranderungen bei sieben
untersuchten lysosomalen Proteinen (Sjodin et al., 2019). Fur Pankreaskarzinome wurde
TPP1 als potenzieller Friiherkennungsmarker identifiziert (lvry et al., 2019). Erganzend
wurden in Prostata- (Gabriele et al. 2019) und Brustkrebsstudien (Sjostrom et al., 2015)
glykosylierte Peptide aus Serum und Tumorgewebe zuné&chst mittels ungezielter MS und

anschlieBend per gezieltem SRM quantifiziert. Dabei zeigten sich signifikante
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Unterschiede bei CTSL, LAMP2 und CTSD. Fur lysosomale Speicherkrankheiten wurden
Immunprazipitationen aus DBS und Wangenabstrichen in Kombination mit SRM fur GAA
und IDUA etabliert (Zhang et al., 2022), wahrend GLB1 im Urin als potenzieller Biomarker
bei MPS I-VI vorgeschlagen wurde (Heywood et al., 2015).

Ein technischer Engpass bei PRM ist die Retentionszeitverschiebung, die durch Internal
Standard Triggered PRM (IS-PRM) umgangen werden kann, bei der stabile,
isotopenmarkierte Referenzpeptide zu den Proben hinzugefiigt werden. Nur wenn das
Standardpeptid detektiert wird, erfolgt die Fragmentierung des entsprechenden
Zielpeptids (Gallien et al., 2015). Die Skalierbarkeit solcher Ansatze zeigt eine Studie mit
1.314 Proteinen, darunter 35 lysosomale Proteine, im Plasma von Brustkrebspatientinnen
(Kennedy et al., 2022).

Neben MS-basierten Verfahren werden IMA und AMA verwendet, die zum Zeitpunkt der
Publikation 87 bzw. 173 lysosomale Proteine abdeckten. Eine Multi-Plattform-Studie bei
Alzheimer-Patienten deckte die Quantifizierung von 44 lysosomalen Proteinen per IMA,
104 per AMA und 126 mittels Ultra-Deep-MS fir Liquor ab. Fir Plasma lagen die Werte
bei 47 (IMA), 147 (AMA) und 57 (MS) lysosomalen Proteinen (Dammer et al., 2022).

1.4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass lysosomale Proteine ein erhebliches Potenzial als
krankheitsspezifische Biomarker besitzen, ihre zuverlassige Detektion jedoch spezifisch
an die jeweiligen Probenarten und analytischen Herausforderungen angepasst werden
muss. Bisher wird nur ein Bruchteil des bekannten lysosomalen Proteoms in klinischen
Studien zuverlassig erfasst. Dieser Umstand liegt weniger an der biologischen
Abwesenheit, sondern vor allem an methodischen Grenzen ungezielter proteomischer
Verfahren. Wahrend Ultra-Deep-Strategien mit aufwandiger Fraktionierung die
Detektionsraten lysosomaler Proteine erhéhen kénnen, sind sie aufgrund des hohen
Materialbedarfs, Zeitaufwands und der limitierten Probenverfiigbarkeit fir grol3ere
klinische Kohorten nur eingeschrankt einsetzbar. Erganzend ist anzumerken, dass
lysosomale Proteine auch in AMA- und IMA-Plattformen bislang nur partiell abgedeckt

sind.
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Gezielte massenspektrometrische Verfahren umgehen diese Limitierungen, indem sie
spezifische Zielpeptide mit hoher Empfindlichkeit und Genauigkeit detektieren. Dadurch
ermdglichen sie eine reproduzierbare Quantifizierung auch von niedrig-abundanten
Proteinen in komplexen Proben. Am Mausmodell wurde bereits demonstriert, dass 278
bis 308 lysosomale Proteine in einem einzigen PRM-Assay erfasst werden konnen,
wéhrend eine vergleichbare DIA-basierte Analyse im Lebergewebe lediglich 223 bis 243
Proteine identifizieren konnte (Mosen et al., 2021). Fur humane Proben sind bisher noch
keine Assays mit vergleichbarer Breite publiziert worden. Moderne Quadrupole Time-of-
Flight (QTOF)-Gerate und insbesondere trapped ion mobility spectrometry — time-of-flight
(timsTOF)-Instrumente mit Parallel Accumulation- Serial Fragmentation (PASEF)-
Technologie ermdglichen eine erweiterte Abdeckung komplexer Proteome. Dabei werden
die lonen zunéachst nach ihrer Mobilitat getrennt, parallel angereichert und anschliel3end
schrittweise fragmentiert. Diese Kombination resultiert in einer erhthten Sensitivitat,
Massengenauigkeit und Scangeschwindigkeit, wodurch auch niedrig-abundante Proteine
in komplexen Proben besser detektiert werden kdnnen (Brzhozovskiy et al., 2022). Eine
zusatzliche Mdglichkeit, Retentionszeitverschiebungen zu kompensieren, bieten IS-PRM-
Verfahren, die grof3ere Peptidpanels in einer einzigen Messung robust quantifizierbar
machen konnten (Gallien et al., 2015).

Neben MS-basierten Verfahren gewinnen auch IMA und AMA-basierte Plattformen
zunehmend an Bedeutung. Diese Technologien erreichen zum Zeitpunkt der
zugrundeliegenden Publikation eine Abdeckung von etwa 26 % fiur IMA-Plattformen,
respektive 51 % fur AMA-Plattformen des lysosomalen Proteoms. Der Umfang
analysierbarer Zielproteine hangt mafRgeblich von der Verfigbarkeit hochaffiner und
spezifischer Bindungspartner ab, die bislang nur eingeschrénkt verfugbar sind. Zudem
fehlt bei AMA- und IMA-basierten Plattformen bislang eine systematische Validierung
hinsichtlich der Detektionsfahigkeit von Proteinisoformen und posttranslationalen
Modifikationen. Auch die quantitative Leistungsfahigkeit dieser Verfahren ist bislang nur
unzureichend charakterisiert. Mittelfristig kdnnten diese technologischen Fortschritte zu
einer konkurrenzfahigen Alternative beitragen. Derzeit stellt die MS-basierte Analyse
jedoch eine breitere Abdeckung dar, um lysosomale Proteine sensitiv und in modifizierten

Formen zuverlassig zu erfassen (Dammer et al., 2022).
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In proteomischen Studien werden luminale und assoziierte lysosomale Proteine deutlich
haufiger als potenzielle Biomarker identifiziert als membransténdige lysosomale Proteine.
Das liegt zum einen an methodischen Herausforderungen bei der Analyse komplexer
humaner Proben wie Liquor, Plasma oder Urin, insbesondere bei Proteinen mit sehr
niedriger Konzentration. Zum anderen erschwert die eingeschrankte Loslichkeit
membranstandiger Proteine, bedingt durch ihre Einlagerung in Lipidmembranen, deren
zuverlassige Extraktion und Analyse. Dennoch wird ihre potenzielle klinische Relevanz
auf genomischer und transkriptioneller Ebene in vergleichbarem Mal3e erkannt, da diese
Ansatze auf DNA- oder RNA-Ebene arbeiten und somit unabhangig von der subzellularen
Lokalisation oder Loslichkeit des jeweiligen Proteins sind.

Diese Ergebnisse belegen, dass Iysosomale Proteine trotz methodischer
Herausforderungen ein hohes Potenzial als diagnostische oder prognostische Biomarker
besitzen. Sie spiegeln pathophysiologische Prozesse wider, die sowohl bei seltenen LSDs
als auch bei haufigen Krankheitsbildern wie Tumoren und neurodegenerativen
Erkrankungen eine Rolle spielen. Fir die Zukunft ist es daher wesentlich, technische
Fortschritte zu nutzen, um eine umfassendere Abdeckung des lysosomalen Proteoms,
beispielsweise durch schnellere Scangeschwindigkeiten, PASEF-basierte Verfahren oder
die Etablierung umfassender, gezielter MS-Assays zu gewahrleisten. Darlber hinaus
sollten Muster lysosomaler Proteine verstarkt daraufhin untersucht werden, inwieweit sie
genutzt werden kdnnen, um krankheitsspezifische Signaturen zu definieren und so die

Diagnostik zu verbessern.

Die Ergebnisse der Ubersichtsarbeit liefern wichtige Hinweise, die jedoch im Rahmen
einiger analytischer und konzeptueller Bedingungen zu betrachten sind. Die Auswertung
stutzt sich ausschlief3lich auf veréffentlichte Daten und ist somit von der Qualitat und
Vollstandigkeit der Priméarpublikationen abhangig. Eine unabhangige Analyse der
Rohdaten fand nicht statt. Potenzielle Inkonsistenzen in  Studiendesign,
Probenbearbeitung oder Dateninterpretation konnten daher nicht Gberpruft werden.
Zudem wurde keine Gewichtung der Studien nach Kohortengrof3e, methodischer Qualitat
oder technischer Ausstattung vorgenommen. Die Leistungsfahigkeit verschiedener
Analyseverfahren wurde aus Studien verglichen, die sich in Probentyp,

Fraktionierungstiefe und Detektionsmethoden unterscheiden. Fir IMA- und AMA-
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Plattformen fehlten zum Zeitpunkt der Erstellung belastbare Direktvergleiche mit Ultra-
Deep-MS-Strategien, insbesondere im Hinblick auf Isoformen und posttranslationale
Modifikationen (Dayon et al., 2022).

Trotz dieser Einschrankungen stellt die zugrundeliegende Arbeit zum Zeitpunkt der
Fertigstellung (Juli 2025) einen in Tiefe und Systematik einzigartigen Uberblick dar.
Neuere Studien aus dem Zeitraum Marz 2023 bis Juli 2025 erganzen den vorhandenen
Datensatz nur in begrenztem Umfang, wahrend die Diskussion um lysosomale Proteine
als Biomarker weiterhin aktuell bleibt. Dartiber hinaus bleibt die methodische Bewertung
gangiger  Proteomikverfahren relevant, da die differenzierte  Einordnung
massenspektrometrischer Analysestrategien und der Einfluss von Depletions- und
Fraktionierungsverfahren nach wie vor entscheidend fir die Konzeption neuer Studien ist.
SchlieR3lich behalt auch der technologische Ausblick seine Giltigkeit, da die in der Arbeit
beschriebenen methodischen Limitationen und die Perspektiven fur weiterentwickelte
Verfahren weiterhin bestehen. Die Kombination etablierter Techniken mit neuen Ansétzen
wie PRM-PASEF spiegeln den aktuellen Stand der Forschung wider. Mit der Astral-
Technologie (Thermo Fisher Scientific) steht allerdings ein neues Hochleistungs-MS-
System zur Verfigung, das eine nahezu verlustfreie lonentbertragung ermoglicht und zu
einer erhdhten Sensitivitat, Scangeschwindigkeit und Massengenauigkeit fuhrt. So
kénnen mit DIA beispielsweise bis zu fiinfmal mehr Peptide pro Zeiteinheit detektiert
werden als mit klassischen Orbitrap-Instrumenten (Heil et al., 2023; Hendricks et al., 2024;
Serrano et al., 2024).

Insgesamt liefert die Arbeit damit eine belastbare Grundlage, um lysosomale Proteine
hinsichtlich ihrer klinischen Relevanz und ihren diagnostischen Herausforderungen
systematisch zu bewerten und methodisch geeignete Strategien fur ihre translationale

und klinische Nutzung zu entwickeln.
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1.5 Zusammenfassung

Lysosomen erfillen essenzielle Aufgaben im zellularen Abbau, Recycling und in der
Signalweiterleitung. Funktionelle Storungen dieses Organells stehen in Verbindung mit
einer  Vielzahl  pathologischer = Zustdnde, darunter  Speichererkrankungen,
neurodegenerative Prozesse und Tumorerkrankungen. Vor diesem Hintergrund riicken
lysosomale Proteine zunehmend als potenzielle Biomarker in den Fokus. Ilhre
diagnostische Nutzbarkeit wird jedoch durch analytische Herausforderungen bei ihrer

zuverlassigen Erfassung in biologischen Proben begrenzt.

Die literaturweite, systematische Recherche hatte zum Ziel, lysosomale Proteine als
potenzielle Biomarker zu evaluieren und methodische Anséatze zu deren Detektion in
klinischen Proben vergleichend darzustellen. Die Analyse umfasste insgesamt 1619
Studien, die verschiedenste klinische Probenmaterialien mittels genomischer,
transkriptomischer oder proteomischer Verfahren untersuchten. In diesen Datensatzen
konnten insgesamt 250 verschiedene lysosomale Gene, Transkripte oder Proteine in 245

Krankheitsentitaten als potenzielle Biomarker identifiziert werden.

Die Analyse zeigt, dass luminale und assoziierte lysosomale Proteine am haufigsten als
potenzielle Biomarker beschrieben wurden, wahrend membranstandige lysosomale
Proteine seltener als verandert detektiert werden konnten. Methodisch konnten ungezielte
proteomische Ansétze eine breite Ubersicht tiber das gesamte Proteom der untersuchten
humanen Proben liefern, wiesen jedoch eine unzureichende Abdeckung lysosomaler
Proteine auf. Dies konnte insbesondere auf Unter-Sampling-Effekte und die
typischerweise niedrige Abundanz lysosomaler Proteine zuriickgefiihrt werden. Ultra-
Deep-Proteomics konnte eine verbesserte Detektion erreichen, ist jedoch im klinischen
Routinelabor schwer umsetzbar. Es konnte gezeigt werden, dass lysosomale Proteine
grundsatzlich in samtlichen untersuchten, humanen Probenmaterialien detektierbar sind.
Ihre Detektion und ihr damit verbundenes Potential als Biomarker zu fungieren, ist jedoch
stark von der analytischen Tiefe abhangig ist. Gezielte massenspektrometrische
Verfahren (PRM, SRM, MRM) ermdglichten hingegen eine sensitive und reproduzierbare
Quantifizierung lysosomaler Proteine auch in komplexen klinischen Proben und stellen

damit eine praktikable Strategie zur Etablierung lysosomaler Proteine als Biomarker dar.
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