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I Einleitung

1 Retinitis pigmentosa

Unter Retinitis pigmentosa versteht man eine enblidegenerative Erkrankung der Netzhaut,
von der weltweit etwa 3 Millionen Menschen — in Bsahland etwa 30 000 - 40 000 — betrof-
fen sind (Zobor and Zrenner, 2012). Mit einer Pléna von 1:4000 stellt Retinitis pigmento-
sa die haufigste Form erblicher retinaler Dystrephdar (Hamel, 2006; Hartong et al., 2006).

Das Erkrankungsalter, der Verlauf und das Ausma3Saverlustes hangen vom jeweiligen
Gendefekt ab, aber die Symptome &hneln sich imugsten Fallen. In der Regel leiden Pati-
enten bereits im Jugendalter unter NachtblindheitLaufe der Erkrankung engt sich das
Gesichtsfeld von der Peripherie zum Zentrum immeitev ein (Tunnelblick). Die Patienten
konnen sich in diesem Stadium nur schwer oriemntievedhrend die Moglichkeit zu lesen
noch erhalten ist (Abb. 1). Im weiteren Verlaufsseunehmend zentrale Netzhautareale, ins-
besondere die Fovea centralis, der Ort des Farth-des scharfsten Sehens, von der Erkran-
kung betroffen. In diesem Stadium erfolgen einegprdiente beidseitige Visusminderung,
Farbsinnstérungen und zentrale Gesichtsfeldausfa#ldurch verlieren die Patienten auch die
Fahigkeit zu lesen. Im Spatstadium der Erkrankumgrkt es schliel3lich haufig zur Blindheit
(Daiger et al., 2007; Sahel et al., 2010).

Abb. 1. Retinitis Pigmentosa-Betroffener beim Zeitimgslesen.Beim klassischen Verlauf der Retinitis pig-
mentosa engt sich das Gesichtsfeld von der Per@lher immer weiter ein (Tunnelblick). Dies erklaken
scheinbaren Widerspruch von Blindenstock und Zegilesen — fur die Orientierung im Raum ist der @in-
stock bereits erforderlich, aber der kleine SehnesZentrum ermdéglicht noch das Lesen. Modifiziaetch
http://www.pro-retina.de/dateien/bilder/KLe_RP_Rdfiener_mit_Tunnelblick.jpg
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Den Symptomen liegt auf zellularer Ebene eine lang$ortschreitende Degeneration der
beiden Fotorezeptortypen in der Retina zugrunde. @ithohistologischen Veranderungen,
die im Verlauf der Retinitis pigmentosa auftretd@nn man in funf Stadien einteilen
(Jacobson and Cideciyan, 2010) (Abb. 2).

Im Stadium 0 lassen sich bei Patienten mit Resimigmentosa trotz mancher Funktionsdefi-
zite noch keine morphologischen Verénderungen daehdut feststellen. Im Frihstadium
der Erkrankung (Stadium 1) ist die Netzhaut verdi€ke Erkrankung wird klinisch evident,
sobald die Degeneration der Fotorezeptoren beg@B8tatlium 2 und 3). Zunachst verkirzen
sich die AulRensegmente der Fotorezeptoren (Fdrigs, 000; Milam et al., 1998). Parallel
zu den degenerativen Verdnderungen der Fotoresgpémtsteht im retinalen Pigmentepithel
zunachst eine Hyper- und spater eine Depigmentiesowie eine intraretinale Migration von
retinalen Pigmentzellen (Li et al., 1995b). ScHig3kommt es zum Verlust der Fotorezepto-
ren. Die Stdbchen, welche dem Sehen bei geringgtihtensitat dienen (skotopisches Se-
hen), sterben zuerst; der Untergang der Zapfenhelim Menschen nahezu ausschlieflich in
der Fovea centralis der Netzhaut konzentriert sind die Farbwahrnehmung ermdéglichen
(photopisches Sehen), erfolgt in einem spaterediBta der Erkrankung (Berson, 1996).
Durch das Absterben der Stdbchen und Zapfen ninem&chichtdicke der aul3eren Koérner-
schicht der Retina sukzessive ab (Fariss et &0;2dilam et al., 1998).

Das Spatstadium der Erkrankung (Stadium 4) istildeicen massiven Untergang der beiden
Fotorezeptoren charakterisiert. Parallel dazu ekt sich eine ausgepragte Millerzell-
Gliose (Bringmann et al., 2006); auRerdem wachserDéndriten der Horizontal- und der
Amakrinzellen in die dufRere Kérnerschicht ein (siirg) (Fariss et al., 2000; Li et al.,
1995a). Die Schichtdicke der inneren Kornerschiohd der Ganglienzellschicht &ndert sich
kaum (Santos et al., 1997; Stone et al., 1992).
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Abb. 2: Verlauf der Degeneration bei Retinitis pignentosa.Im Stadium 0 sind noch keine morphologischen
Verénderungen der Retina festzustellen; die Strudatspricht der normalen Netzhautarchitektur, ddestd aus
der &uRReren Kdrnerschicht (outer nuclear layer, YNlelche die Zellkerne der Fotorezeptoren enttdst,
inneren Kodrnerschicht (inner nuclear layer, INl),welcher die Zellkerne der Horizontal-, BipolanrduAma-
krinzellen lokalisiert sind, und der Ganglienzefiett (ganglion cell layer, GCL), in welcher diellkerne der
Ganglienzellen liegen. Die Synapsen der Fotorezeptsind mit den Synapsen der Bipolar- und Horizlzet-

len in der &uBeren plexiformen Schicht (outer péera layer, OPL) verschaltet. Die Biploar- und Amakel-

len stehen mit den Ganglienzellen in der innergifilemen Schicht (inner plexiform layer, IPL) in Ktakt. Im
Stadium 1 verdickt sich die Netzhaut bei Retingigmentosa-Patienten. In den Stadien 2 und 3 koest#tu
einer Verkiirzung der Aul3ensegmente, einer AbnaheneSdhichtdicke der au3eren Kérnerschicht auf Grund
des Absterbens der Fotorezeptoren und einer Depitggneng des retinalen Pigmentepithels (RPE). liéatSp-
dium der Erkrankung (4) ist die duRere Kornersahielischwunden; des Weiteren entwickelt sich einigléd-
zell-Gliose. Modifiziert nach (Jacobson and Cidaaiy2010).

Den progredienten Funktionsverlust der Fotorezeptd&ann man Klinisch bereits in frihen
Krankheitsstadien mit Hilfe der Elektroretinogragplerfassen (Berson, 2007). Bei diesem
Test werden Lichtreize zunehmender Intensitat aggptiund die daraufhin von der Netzhaut
gebildeten elektrischen Potenziale mittels Eleldrodufgezeichnet. Man unterscheidet zwi-
schen skotopischen (dunkeladaptierten) und phatoers (helladaptierten) Bedingungen, um
die Funktion der Stabchen bzw. der Zapfen seleddivesten. Die Antworten der Fotorezep-
toren spiegeln sich in der a-Welle wider; die Fuorktder Bipolar- und Miullerzellen kann
man durch eine Analyse der b-Welle beurteilen (§eekt al., 2001b). Bei der Retinitis pig-
mentosa ist bereits sehr frih im Krankheitsverldief a-Wellenamplitude der Stabchenant-
wort reduziert. Das Zapfen-ERG erscheint zunaclestigvbeeintrachtigt; mit Fortschreiten
der Erkrankung kommt es aber auch bei den Zapfezirnar deutlichen Funktionsminderung
(Bystander-Effekt). Im Endstadium der Erkrankungikaman elektrophysiologisch keine
reproduzierbaren Antworten mehr ableiten (Sandbesd., 1996).
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Bei der klinischen Untersuchung des Augenhintergsureigen sich zunéachst Veranderungen
in der mittleren Peripherie: Man sieht kleine, dusehr feine Auslaufer miteinander verbun-
dene Pigmentflecken, ahnlich dem Aussehen von Kerdairperchen (Abb. 3). Diese Hyper-
pigmentation ist namensgebend fir die ErkrankunginRe pigmentosa. Sie entsteht durch
die intraretinale Migration des retinalen Pigmeirttegds in Licken, die durch das Absterben
der Fotorezeptoren frei werden. Weitere typischeiN@erungen des Augenhintergrunds sind
verengte Arterien und Venen sowie eine wachsgefarigie Papille als Folge der Atrophie
des Sehnervs. Im spateren Verlauf ist eine Sklatesdderhaut-Gefal3e zu beobachten (Li et
al., 1995b).

Abb. 3: Augenhintergrund eines gesunden Menschenirfks) und eines Patienten mit Retinitis pigmentosa
(rechts). Bei Patienten mit Retinitis pigmentosa kommt essiner knochenkdrperartigen Pigmentablagerung,
GefaRverengungen und einer wachsgelben Papilleifizied nach (Friedrich Miescher institute for biedical
research)

Retinitis pigmentosa stellt genetisch eine seherogene Erkrankung dar. Sie kann autoso-
mal-dominant (30-40%), autosomal-rezessiv (50-608@r X-chromosomal (5-15%) vererbt
werden. In sehr seltenen Fallen wird die Erkrankdungh Mutationen in der mitochondrialen
DNA oder in zwei Genen (digenisch) verursacht (blagtet al., 2006). Retinitis pigmentosa
kann auch mit extraretinalen Krankheitssymptomesozgert sein, zum Beispiel mit Horsto-
rungen (Usher-Syndrom), mit Muskelschwéche, Adiassimentaler Retardierung, Polydak-
tylie und Nierenfunktionsstorungen (Bardet-BiedihBjom) oder mit Geruchs- und Ge-
schmackssinnesstorungen sowie KnochenerkrankunBefsym-Syndrom) (Konig, 2003;
Weinstein, 1999).
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Bisher wurden Uber 50 verschiedene Gene identifjzieren Mutationen fur unterschiedliche
Formen der Retinitis pigmentosa verantwortlich s{R&tNet: http://www.sph.uth.tmc.edu/
retnet/). In etwa 40% der Krankheitsfalle kennt daGene allerdings noch nicht; durch die
Entwicklung derNext-Generation-Sequencing-Technologie, der massiven parallelen Sequen-
zierung einer Vielzahl von Genen, kdnnen kunftigwatlich noch mehr ursachliche Mutati-
onen identifiziert werden (Kohl and Biskup, 2012).

Die meisten Proteine, die durch ein Retinitis pigtosa-Gen kodiert sind, spielen eine Rolle
bei der visuellen Signaltransduktion, das heil3tdeeiUmwandlung von Lichtreizen in elekt-
rische Potenziale in den Aul3ensegmenten der Stal{€leerari et al., 2011). Beispielsweise
sind Uber 120 verschiedene Mutationen im Rhodo&n-bekannt, die fir 25% aller auto-
somal-dominanten Krankheitsfalle verantwortlichds{udo et al., 2010; Dryja et al., 1991,
Pan et al., 2012; Schuster et al., 2005). Des \Wsiteurden Mutationen im S-Arrestin (SAG)
(Nakazawa et al., 1998), in den Untereinheitenrdgnalen Phosphodiestase (PDEGA oder
PDE6B) (Dryja et al., 1999; McLaughlin et al., 199d des Zyklonukleotid-aktivierten
lonenkanals der Stabch@@NGA1 oder CNGB1) nachgewiesen (Bareil et al., 2@yja et

al., 1995; Kondo et al., 2004; Simpson et al., 2011

Mittlerweile stehen zahlreiche genetische Mausmed@lr Retinitis pigmentosa zur Verfi-
gung, mit deren Hilfe man die Pathomechanismen Rigtinadegeneration aufklaren und

Grundlagen fiir neue therapeutische Ansétze legem (den Hollander et al., 2010).
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2 CNGB1-defiziente Mause als Modell fir Retinitis pgmentosa

Etwa 5% aller autosomal-rezessiven Retinitis pigiosaFélle werden durch Mutationen im
Zyklonukleotid-aktivierten (cyclic nucleotide-gate@NG) lonenkanal der Stabchen verur-
sacht (Hartong et al., 2006). Der CNG-Kanal nimmeeSchlisselposition bei der visuellen
Signaltransduktion ein: Er fungiert als molekulaBhalter, der lichtvermittelte Anderungen
der zyklischen Guanosinmonophosphat (cGMP)-Konaéotr in elektrische Potenziale um-

setzt.

Im Dunkeln ist der CNG-Kanal auf Grund der hohenMié&GKonzentration geotffnet; es
kommt zu einem Einstrom von Natrium und Calciung die Zelle wird auf -40 mV depola-
risiert. Bei Licht wird die cGMP-Konzentration redart, was zu einer SchlieBung der CNG-
Kanale und daher zu einer Hyperpolaristation déleZen -40 mV auf -70 mV fuhrt. Diese
Grundeigenschaft des CNG-Kanals ist essentieltiiir Ablauf der visuellen Signaltransduk-
tion: Licht aktiviert den G-Protein gekoppelten Bptor Rhodopsin, der aus einem Glykopro-
tein (Opsin) sowie einer chromophoren Gruppe (R#tinesteht. Die Lichtabsorption bewirkt
eine Isomerisierung des Retinals von derciklin die alltrans-Form, was in einer Konfor-
mationsanderung des Opsins zu Metarhodopsin IltreituMetarhodopsin 1l stimuliert das
G-Protein Transduzin, das wiederum die retinalesPhodiesterase (PDE6) aktiviert. Die
PDES6 ist ein Enzym, das cGMP in Guanosinmonophds(BiaGMP) spaltet. Die PDE-
abhangige Reduktion der cGMP-Konzentration flhrtemer SchlieRung der CNG-Kanale
und daher zu einer Hyperpolarisation der Zelle vidlhmV auf -70 mV (Abb. 4). Die Hyper-
polarisation der Zelle bewirkt, dass sich die pn@pfischen spannungsgesteuerten Calcium-
kanéle schlieRen und der Neurotransmitter Glutanahit weiter aus den synaptischen Endi-
gungen der Stabchen freigesetzt wird (Arshavsky Badhs, 2012; Luo et al., 2008). Die
hemmenden lonenkanale der Bipolarzellen schlieiédm im den nachgeschalteten Ganglien-
zellen kbnnen wieder Aktionspotenziale entstehaes® elektrischen Signale werden letzt-
lich Uber den Sehnerv und die zentrale Sehbahenrnviduellen Kortex des Gehirns weiterge-

leitet und dort verarbeitet (Krizaj and Copenhadg#)2; Wassle, 2004).
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Abb. 4: Die visuelle Signaltransduktion in den Stabhen. Die visuelle Signaltransduktion bezeichnet die
Umwandlung eines Lichtreizes in ein elektrischeteRrnal. Die Absorption von Licht bewirkt eine Kemfati-
onsanderung des Rhodopsins (Rho), wodurch das &iPréransduzin (¢ aktiviert wird. Dieses wiederum
stimuliert die Phosphodiesterase (PDE), die cGM&tsp Die Abnahme der cGMP-Konzentration fihrt zu
einer SchlieBung des CNG-Kanals und folglich zueeidyperpolarisation der Zelle. Die Regeneratiom vo
cGMP erfolgt Uber das Guanylylzyklase-aktivieregaeym (GCAP), das die Guanylylzyklase (GC-E/F) stim
liert. Modifiziert nach (Biel and Michalakis, 20Q9)

Auch die Adaption des Systems an die Lichtverhgdmiwird Uber einen durch den CNG-
Kanal vermittelten Feedback-Mechanismus gestelrrtDunkeln inhibiert das durch den
CNG-Kanal einstromende Calcium das Guanylylzyklaktsierende-Protein (GCAP); die
Guanylylzyklase ist folglich inaktiv und produzidwin cGMP. Licht bewirkt das Schliel3en
der CNG-Kanéle, so dass Calcium nicht mehr in dikeZliel3t. Die Reduktion der Calcium-
konzentration stimuliert GCAP, das die cGMP-syrthetende Guanylylzyklase aktiviert.
Mit ansteigender cGMP-Konzentration 6ffnen sich @eG-Kanale; es kommt zu einer lang-
samen Depolarisation — auch dann, wenn der Liahtneich anhalt (Luo et al., 2008;
Palczewski et al., 2004).
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Der CNG-Kanal in den Stabchen ist aus drei CNGA1d ainer CNGB1la-Untereinheit auf-
gebaut (Weitz et al., 2002; Zheng et al., 2002;righet al., 2002), die je aus sechs Trans-
membransegmenten bestehen (Abb. 5). Es sind sdvitaltionen im CNGB1-Gen als auch
Mutationen im CNGA1-Gen identifiziert worden, dime schwere autosomal-rezessive Ver-
laufsform der Retinitis pigmentosa verursachen éBa&t al., 2001; Dryja et al., 1995; Kondo
et al., 2004; Simpson et al., 2011).

C-linker

CNBD

N cAMP/cGMP

Abb. 5: (A) Modell einer CNG-Kanal-Untereinheit. Jede Untereinheit besteht aus sechs Transmembranseg
menten (1-6) und den intrazelluldar gelegenen N- Gatdermini. Der C-Terminus enthélt einen C-Linkerdu
eine Zyklonukleotidbindungsstelle (CNBD). Die Bimduvon cAMP oder cGMP flihrt zu einer Konformations-
anderung des CNG-Kanals und dadurch zur Offnund®dee, die den Durchtritt von Calcium ¢@a und Nat-

rium (Na)-lonen erméglicht. Modifiziert nach (Biel and Mialakis, 2009)(B) Modell des Stébchen-CNG-
Kanals. Der CNG-Kanal in den Stabchen besteht aus drei CN®Ad einer CNGB1-Untereinheit.

Beide CNG-Kanal-Untereinheiten sind fir die Funktigei der visuellen Signaltransduktion
essentiell. In heterologen Expressionsystemen koamer auch CNGA-Untereinheiten zu
funktionellen homomeren Kanalen assemblieren, abernvo sind diese homotetrameren
CNGA-Kanéle kaum nachweisbar. Aul3erdem zeichnem die heterotetrameren Kanale im
Vergleich zu den homotetrameren CNGA-Kanélen dwicle hdhere Sensitivitat gegenuber
CAMP sowie dem Inhibitor lcis-Diltiazem aus, werden durch Calmodulin besser dunah
extrazellulares Calcium schwéacher blockiert (Chealg 1994; Chen et al., 1993; Kdrschen
et al., 1995). Die CNGB-Untereinheit istvivo flr den effektiven Transport der heteromeren
Kanale zum Zielort erforderlich (Huttl et al., 2QQEenkins et al., 2006; Kizhatil et al., 2009;
Michalakis et al., 2006).
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden CNGB1-defiziente B#als préklinisches Mausmodell flr
Retinitis pigmentosa verwendet. Das CNGB1-Gen bestes 33 Exons, die unterschiedlich
gespleil3t werden konnen (Ardell et al., 2000). ONGB1a-Untereinheit ist die stabchenspe-
zifische SpleiRvariante des CNGB1-Gens (Chen etl8P3). Neben der CNGB1la-Isoform
gibt es die CNGB1b-Variante, die in den olfaktonise Neuronen exprimiert wird (Bonigk et
al., 1999; Sautter et al., 1998). Bei den verwermd€INGB1-defizienten Mausen wurde das
Exon 26, das an der Porenbildung beteiligt ist diedsechste Transmembrandomane kodiert,
deletiert. Die Deletion des Exons 26 fuhrt zu eiderschiebung des Leserahmens, so dass
ein Stopcodon am Anfang des Exons 27 entsteht ien@renslation beendet wird (Hittl et al.,
2005). Der retinale Phanotyp von CNGB1-defizientusen entspricht den histologischen

und funktionellen Veranderungen von humanen Patrentit Retinitis pigmentosa.

Die fehlende Expression des CNGB1-Proteins bei CN@&fizienten Mausen fuhrt dazu,

dass auch das CNGA1-Protein nur in auf3erst gerigmmgen exprimiert und fast nicht in

die AulRensegmente transportiert wird. In den Stabalierden keine CNG-Kanéle gebildet
(Huttl et al., 2005). Das Fehlen der CNG-Kanale hatFolge, dass die Stabchen funktions-
los sind. Im Elektroretinogramm lassen sich kewmieglektrische Antworten auf Lichtreize,

die nur das skotopische System aktivieren, ableDea Zapfenantworten sind bis zu einem
Alter von sechs Monaten normal, verschlechtern si@hn aber zunehmend. Im Alter von
einem Jahr sind CNGB1-defiziente Mause nahezu Iftidtl et al., 2005).

Die progrediente Funktionseinschrankung der Zapgeauf eine langsame Degeneration der
Netzhaut zurtickzufihren (Hittl et al., 2005). We tber humanen Erkrankung sterben zuerst
die Stadbchen und dann die Zapfen. Das AbsterbeRaterezeptoren spiegelt sich in der ab-
nehmenden Schichtdicke der aul3eren Koérnerschiagtithe die Zellkerne der Zapfen und
Stabchen enthalt, wider: Im Alter von vier Monatend zwei bis vier Zellreihen weniger als
bei einer Wildtyp-Maus vorhanden. Bei sechs Mordiien CNGB1-defizienten M&usen sind
die Fotorezeptoren um die Halfte reduziert. Weitérd Monate spater ist die aul3ere Korner-
schicht fast vollstandig verschwunden (Huttl et 2005) (Abb. 6). Die Schichtdicke der inne-
ren Kornerschicht verandert sich nicht; allerdihgden die Stabchen-Bipolarzellen und die
Horizontalzellen lange neuronale Fortsatze bisenadi3ere Kornerschicht (Hattl et al., 2005).
Die AuRensegmente der Stabchen, urspriinglich mbogisch intakt, verkirzen sich bereits
im Alter von 15 Tagen, so dass bei vier Monatenai&lGB1-defizienten Mausen die Aul3en-

segmente signifikant kiirzer sind (Huttl et al., 200
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Wildtyp
PM 4

CNGB1-defizient
PM 4
CNGB1-defizient

CNGB1-defizient
PM 11

Abb. 6: Degeneration der Fotorezeptoren bei CNGB1l&fizienten Mausen.Der Vergleich einer Retina einer
vier Monate alten Wildtyp-Maus mit den Retinae VBNGB1-defizienten Mausen im Alter von vier (PM4),
sechs (PM6) und elf Monaten (PM11) zeigt eine dehal Abnahme der Schichtdicke der au3eren Kérnitsich
(ONL), welche die Zellkerne der Fotorezeptoren alttim Laufe der Zeit. Der Mal3stabsbalken marks@fum.

OS, AulRensegment; IS, Innensegment; INL, inneren&itichicht; RPE, retinales Pigmentepithel. Modifizi
nach (Huattl et al., 2005).

Die langsame Degeneration der Retina von CNGBIzigfien Mausen dhnelt dem humanen

Krankheitsverlauf, so dass diese Mause sehr gugmgtesind, um eine Therapie fur Retinitis
pigmentosa zu entwickeln.
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3 Genersatztherapie

In den letzten Jahren wurden grof3e Fortschritt®@rstandnis der pathologischen und mole-
kularen Vorgange erzielt, die zu Retinitis pigmeatdihren (Marigo, 2007; Sahaboglu et al.,
2013). Viele der krankheitsauslésenden Gene siadtiftziert worden, so dass eine Behand-
lung der bislang unheilbaren Erkrankung durch €eeersatztherapie moglich werden kénn-

te.

Das Prinzip der Genersatztherapie besteht bei @ulsrezessiven Erberkrankungen darin,
das mutierte Gen durch ein intaktes zu ersetzes.iakte Gen wird mittels Gentransfer in
die Zelle eingeschleust. Das hat zur Folge, das®ntsprechende funktionelle Protein produ-
ziert wird und die Zelle ihre urspriingliche Funktiwieder erfullen kann. Fir den therapeuti-
schen Gentransfer gibt es zahlreiche nichtviralem(zBeispiel Liposomen, DNA-
Nanopartikel) und virale (zum Beispiel Adenoviréentiviren, Retroviren, adeno-assoziierte
Viren) Vektoren (Cao et al., 2011). Als besondees versprechend hat sich der Gentransfer
mittels adeno-assoziierter Viren erwiesen (Buclalget2008; Coura Rdos and Nardi, 2007,
Daya and Berns, 2008). Vor uber 15 Jahren wurdeedsie Mal mit Hilfe von rAAV-
Vektoren ein Reportergen — das LacZ-Gen — in dinR&on Mausen eingebracht (Ali et al.,
1996). Eine Studie am Mausmodell fir PDE6B ergabneals Hinweise, dass diese Form der
Therapie erfolgreich sein kdnnte (Jomary et al97)9 Seitdem wurden zahlreiche weitere
Gentherapien an Tiermodellen fir Retinitis pigmeataind fir andere retinale Dystrophien
durchgefuhrt (den Hollander et al., 2010; Smithlgt2012).

Das Auge eignet sich besonders gut fir eine vieaeersatztherapie, da

1) es auf Grund der Blut-Retina-Schranke immunprivéddgst, das heil3t, die Immunant-
wort des Korpers ist limitiert oder nicht vorhand@aspi, 2006; McKenna and Kapp,
2004).

2) durch die Kompartimentierung und die geringe GrdB8se Organs bereits kleine Men-
gen viraler Vektoren fur eine erfolgreiche Therapigsreichen (Buch et al., 2008;
Dinculescu et al., 2005; Surace and Auricchio, 2003

3) das Auge chirurgisch leicht erreichbar ist (Beneetl., 2012).

4)  zur Beurteilung des therapeutischen Effekts eteblieinktionelle Tests, wie Elektrore-
tinographie, und nichtinvasive bildgebende Verfahzar Verfigung stehen (Kellner
et al., 2009).

11
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4 Adeno-assoziierte Viren

Adeno-assoziierte Viren (AAVs) sind nicht-pathogef®un et al., 2003) einzelstrangige
DNA-Viren, die eine Vielzahl von ruhenden oder steflenden Zellen infizieren (Hallek et
al., 1998). Sie gehdren zur Gattung der Dependowirel zur Familie der Parvoviridae. Die
AAVs bendtigen — wie alle Dependoviren — fur digoRetion ihres Genoms ein Helfervirus,
zum Beispiel ein Adenovirus (Atchison et al., 196%iller et al., 1981; Osten et al., 2007).
Das Kapsid eines einzelnen Virusteilchens ist &@am grof3 und verpackt ein Genom von
4,7 kilobasen (kb) (Berns and Giraud, 1996). Dasd@ebesteht aus zwei Genen: dem Rep-
likations (Rep)-Gen und dem Kapsid (Cap)-Gen (AhbDas Rep-Gen kodiert vier Proteine
(Rep40, Rep52, Rep68 undRep78), welche die Reikaegulieren. Das Cap-Gen kodiert
drei Proteine (VP1, VP2 und VP3), welche die ikalsake Hille des Virus bilden (Linden
and Berns, 2000). Der kodierende Bereich wird veweizinverted terminal repeats (ITRs)
flankiert (Abb. 7). Jedes ITR besteht aus eineindabmischen Sequenz von 145 Nukleotiden
und kann eine T-férmige Haarnadelstruktur ausbild2ie ITRs spielen eine entscheidende
Rolle bei der Verpackung einzelstrangiger AAV-Gerosowie der Replikation (Berns and
Giraud, 1996).

ITR ITR
Cap

Abb. 7: Organisation des AAV-GenomsDas AAV-Genom (4,7 kb) besteht aus dem Replikati®tep)- und
dem Kapsid (Cap)-Gen, die von zwei inverted teriniepeats (ITRs) flankiert werden.

Fur die Gentherapie werden rekombinante AAV (rAA¥gktoren verwendet, die nicht ins
Genom integrieren, sondern episomal verbleiben. rB#&V-Vektoren enthalten die beiden
flankierenden ITRs, welche die einzig erforderlicheis-Elemente fir die Vektor-
Konstruktion darstellen (Rabinowitz and Samulski98). Das Rep- und das Cap-Gen kdnnen
aus dem Genom entfernt unrdtrans durch Helferplasmide exprimiert werden (Hermomat a
Muzyczka, 1984; Tratschin et al., 1984). Dadur¢lessmdoglich, die gesamte virale kodieren-
de Sequenz durch eine Expressionskassette mitrageémalen Grol3e von 5,2 kb zu ersetzen
(Dong et al., 2010; Lai et al., 2010; Wu et al.1@p Die Expressionskassette besteht aus ei-
nem Promotor, dem Transgen und dem Polyadenylissimigal, das eine wichtige Rolle bei

der Regulation der Genexpression spielt (Abb. 8).

12
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ITR ITR
Promotor

Abb. 8: Organisation des rAAV-GenomsDas rAAV-Genom besteht aus den beiden inverteditaimepeats
(ITRs) und einer Expressionskassette, die sicteangsn Promotor, dem Transgen und dem Polyadengtisru
signal (pA) zusammensetzt.

Der Transport der rAAVs in eine Zelle (Transdukjidreginnt mit der Bindung des Virions
an die Oberflache der Zielzelle Uber einen oderrerehRezeptoren/Korezeptoren (Blning et
al.,, 2008) (Abb. 9). Als primarer Rezeptor fur AAV-wurde der Heparin-Sulfat-
Proteoglycan-Rezeptor (Summerford and Samulski@},@8s Korezeptoren der Fibroblasten-
Wachstumsfaktor-Rezeptor 1 (Qing et al., 1999),Ldeninin-Rezeptor (Akache et al., 2006),
der Hepatozyten-Wachstumsfaktor-Rezeptor (Kashivaaket al., 2005), Integrimvp5
(Summerford et al., 1999) oder Integrmpl (Asokan et al., 2006) identifiziert. Nach der
Bindung folgt die Internalisierung mittels Endozs#o Es kommt zu einer Einstulpung der
Zellmembran, welche den Virus-Rezeptor-Komplex alttigefolgt von einer Abschnirung
des neu gebildeten Endosoms in das Zellinnere (&lamacher and Weber, 2012) (Abb. 9).
Der genaue Rezeptor-vermittelte Aufnahmemechanisstusoch nicht geklart, aber wahr-
scheinlich sind an der Internalisierung mehrere dggtbsewege beteiligt: die Clathrin-
vermittelte Endozytose, die Caveolae-vermitteltel&zytose (Bartlett et al., 2000) und die
CLIC/GEEC (clathrin-independent carriers/GPI-eneidhendocytic compartment)-abhangige

Endozytose (Nonnenmacher and Weber, 2011).

Nach der Internalisierung erfolgt der intrazellel@iransport der Vesikel zum Zellkern. Hier-
fur ist die Ansduerung der Endosomen eine notwendligraussetzung, da dies wahrschein-
lich eine Loslosung der in den Endosomen gebundéd#ers von den Membranrezeptoren
bewirkt (Bartlett et al., 2000; Nonnenmacher andb®fe 2012; Sonntag et al., 2006). Eine
Konformationsanderung des Kapsids, die in der Balesierung der N-termini von VP1 und
VP2 besteht, ermdglicht die Freisetzung der vir&artikel aus dem Endosom (Sonntag et al.,
2006) (Abb. 9). Uber den Import der viralen Paiti#erch den nuklearen Porenkomplex in
den Zellkern ist wenig bekannt. Die Freisetzungeaiezelstrangigen DNA (uncoating) erfolgt
vermutlich erst im Zellkern, da intakte Virionen itellkern detektiert wurden (Bartlett et al.,
2000; Johnson and Samulski, 2009; Sanlioglu eR@00). Nach der Umwandlung in doppel-
strangige DNA kann die Transgenexpression stafbb.(9).

13
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friithes Endosom
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Zellkern
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Abb. 9: Transduktionsprozess der rAAV2-Vektoren. Nach der Bindung an einen Rezeptor/Co-Rezeptor
Komplex folgt die Internalisierung mittels Endozs#to Das neu gebildete Endosom wird nach der Absahgt
Richtung Kern transportiert. Nach Ansauerung dedoSams und einer Konformationsanderung des Kapsids
werden die viralen Partikel freigesetzt und durgtere nuklearen Porenkomplex in den Zellkern imgottilm
Nukleus erfolgt die Freisetzung der einzelstrangiD&A (uncoating) und deren Replikation.

Abhangig vom Cap-Gen, sind viele verschiedene AA&Ve8/pen identifiziert. Diese unter-
scheiden sich durch die Antigene auf ihrer Obelnig&and folglich in ihrem Tropismus, das
heil3t in ihrer Fahigkeit, bestimmte Zelltypen zdizieren (Wu et al., 2006) (Tabelle 1).
Durch Pseudotypisierung, das heif3t durch VerpackamgAAV-Genomen in Kapside ande-
rer Serotypen, kann der Tropismus gezielt veranded optimiert werden (Axel, 2005;
Rabinowitz et al., 2002). Die Verpackung des AAV@r@Bms in ein Kapsid des Serotyps 8
(rAAV2/8) fuhrt beispielsweise zu einer deutlichrlvesserten Transduktion der Fotorezepto-
ren (Allocca et al., 2007; Vandenberghe and AurmcR012). Des Weiteren wurden Seroty-
pen mit eingefligten Mutationen, z.B. die Substtutvon Tyrosin (Y) mit Phenylalanin (F)
an exponierten Stellen der Kapsidoberflache, ekilticrAAV-Vektoren mit dieser verander-

ten Kapsidoberflache zeigen eine signifikant effedte Transduktion, da die viralen Partikel
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auf Grund der fehlenden Phosphorylierung der ex@ten Tyrosinreste nicht mehr degradiert
werden (Petrs-Silva et al., 2011; Petrs-Silva e228109).

Tabelle 1: Tropismus der gangigen AAV-Serotypen

Serotyp Tropismus

AAV1 Skelettmuskel (Chao et al., 2000), ZNS (Wahgle 2003), retinales Pig-
mentepithel (Pang et al., 2008b), Pankreas (Leilal., 2005)

AAV2 | Skelettmuskel (Manno et al., 2003), ZNS (Betttlet al., 1998), Leber (Kdberl
al., 1997), Niere (Takeda et al., 2004), retin&Egnentepithel, Fotorezeptoren
(Vandenberghe et al., 2011)

t

[1%)

AAV3 Leberzellkarzinom (Glushakova et al., 200ReRttmuskel (Chao et al., 2000)

AAV4 ZNS (Davidson et al., 2000), retinales Pignegrithel (Weber et al., 2003)

AAV5 Skelettmuskel (Chao et al., 2000), ZNS (Dawidt al., 2000), Lunge (Seiler et
al., 2006), Fotorezeptoren (Lebherz et al., 2008)

AAV6 Skelettmuskel (Blankinship et al., 2004), HéZzncarelli et al., 2010), Lunge
(Halbert et al., 2001)

AAV7 Retina (Allocca et al., 2007), ZNS (Taymansakt 2007)

AAV8 Skelettmuskel (Wang et al., 2005), ZNS (Taymanal., 2007), retinales Pigt
mentepithel, Fotorezeptoren (Vandenberghe et@L1R Pankreas (Nakai et al.,
2005), Herz (Wang et al., 2005)

AAV9 Leber, Herz (Inagaki et al., 2006), Gehirn (iSbet al., 2009), Zapfen
(Vandenberghe et al., 2013)

AAV10 Fotorezeptoren (Watanabe et al., 2013), Skaleskel (Mori et al., 2004)

AAV11 Fotorezeptoren (Watanabe et al., 2013)

AAV12 Skelettmuskel (Schmidt et al., 2008), Speldh#se (Schmidt et al., 2008), olt
faktorisches Epithel (Quinn et al., 2011)
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass rAAV-Vektereotz der geringen Verpackungs-
kapazitat von 5,2 kb (Dong et al., 2010; Lai ef 2010; Wu et al., 2010) — entscheidende
Vorteile fir den Gentransfer haben. Sie sind npathogen und l6sen keine oder eine nur
geringe Immunantwort aus (Sun et al., 2003). Einkouatrollierte Replikation ist ausge-
schlossen, da fur die Vervielfaltigung des Virus Hielferplasmid bendtigt wird (Atchison et
al., 1965; Buller et al., 1981). Sie zeigen einggitbn spezifischen Tropismus (Rabinowitz et
al., 2002; Yang et al., 2002) sowie eine stabilé effiziente Genexpressian vivo (Bennett

et al., 1999; Flannery et al., 1997). Aul3erdem sAAlVs relativ einfach und mit einem ho-

hen Titer herzustellen.
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Zielsetzung der Arbeit

Ziel meiner Arbeit war es, eine Genersatztherajiredias praklinische CNGB1-defiziente

Mausmodell der Retinitis pigmentosa mittels rAAVR¥aren zu entwickeln. Dazu sollten

zunachst rAAV-Vektoren, die das CNGB1-Gen unteerirStabchen-spezifischen Promotor

exprimieren, kloniert und produziert und anschlef8subretinal in CNGB1-defiziente Mause

injiziert werden. Der Erfolg der Genersatztheragméite anschliel3end auf zellularer, histolo-

gischer und funktioneller Ebene analysiert werdmsn folgende Fragestellungen zu klaren:

1)

2)

3)

4)

Wird das durch den rAAV-Vektor eingeschleuste CNGBdn in der Retina exprimiert
und zum Zielort, in die Auf3ensegmente der Stabdinansportiert?

Zur Beantwortung dieser Frage sollten Western Biat immunhistochemische Unter-
suchungen der Retinae von injizierten CNGB1-defiga Mausen durchgefuhrt wer-
den.

Bildet sich ein funktionsfahiger CNG-Kanal in det@lschen?

Die Netzhautfunktion sollte mit Hilfe von Elektraogrammen untersucht werden.
Kdnnen die injizierten CNGB1-defizienten Mause dpedinger Helligkeit wieder sehen?
Da CNGB1-defiziente Mause von Geburt an nachtbdimd, sollte mit einem Verhal-
tensversuch getestet werden, ob das Gehirn di@algigorrekt verarbeitet.

Kann die Degeneration der Retina verlangsamt wérden

Diese Frage sollte durch immunhistochemische Lahg#ersuchungen von CNGB1-

defizienten Mausen nach der subretinalen Injekgiekiart werden.
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1l Material und Methoden

1 Chemikalien, Lésungen und Puffer

Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders antege von den Firmen Merck, Roth,
Sigma-Aldrich, Roche oder Biorad in der Qualitatg,@mnalysi* oder ,fur molekularbiologi-
sche Zwecke" bezogen. Zur Herstellung der Losurdiente hochreines entionisiertes Was-

ser (Reinstwassersystem Easypure UV/UF, Werner GmbH

2 Verwendete Mauslinie

Im Rahmen dieser Arbeit wurden CNGB1-defiziente B&werwendet, bei denen mittels
einer Cre/loxP-basierten Strategie das Exon 2@&iddlevurde (Hittl et al. 2005). Die Deleti-
on des Exons 26, das die Pore und das Transmeregraast 6 kodiert, fihrt zu einer Ver-
schiebung des Leserahmens, so dass ein StopcodAnfang des Exons 27 entsteht, das die
Translation beendet (Huttl et al., 2005). Die Malsng erfolgte gemald den gesetzlichen
Richtlinien. Die Mause wurden mit einem genetiseimgchten Hintergrund aus den Stam-
men 129SvJ und C57-BI6/N gezichtet. Die rd8 (CMljation, die man kurzlich in ver-
schiedenen nordamerikanischen und asiatischen irglustinien detektierte, und die den
Verlauf der retinalen Degeneration mal3geblich bkeisen kann (Mattapallil et al., 2012), ist
in der bei dieser Arbeit verwendeten Mauslinie hichchweisbar. Die Tiere erhielten Futter
(Haltungsfutter: R/M-H; Zuchtfutter: M-Z Extrudebsniff) und Wassead libitum und lebten

in einem 12 Stunden Hell-Dunkel-Rhythmus.
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3 Genotypisierung

3.1 Isolierung genomischer DNA fir die Genotypisiamg

Zur Gewinnung von genomischer DNA fir die Genotigrisng wurde ein kleines Stiick der
Schwanzspitze in 50l Proteinase K-Mix (44ul bD, 5 ul Proteinase K-Puffer undul Pro-
teinase K (20 mg/ml, Roche)) bei 55°C Uber Nacihdaet. Nach einer 15-minitigen Denatu-

rierung der Proteinase K bei 95°C konnte man daatfjir die Genotypisierung verwenden.

Proteinase K-Puffer
100 mM Tris-HCI, pH 8,0

5mM EDTA
0,2% SDS
200mM NacCl

3.2 Polymerasekettenreaktion fur die Genotypisierug

Zur Bestimmung des Genotyps (Wildtyp oder CNGB1 K@iyde eine Polymerasekettenre-
aktion (polymerase chain reaction, PCR) mit demgdoten drei Primern (Eurofins MWG
Operon) durchgefuhrt:

PSHV8F: 5’-CCTCATGCATGCGACCTGAAAT- 3

PSHV6bR: 5°-GCCCAGACTAGAACACAAGTC-3

PSHV9R: 5-CACAGCCATTACACATAGCAGTG-3’

PCR-Ansatz fir die Genotypisierung:

1,25 pl PSHV8F

1,25 pl PSHV6bR

1,25 pl PSHVIR

4 ul Desoxyribonucleotide (dNTPs, 100 mM)
2,5 ul 10x PCR Puffer

2 ul Genomische DNA

0,25 pul TAQ

12,5 pl HO
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PCR-Protokoll fir die Genotypisierung:

(2) Initiale Denaturierung 94°C 3 min

(2) Denaturierung 94°C 40 sek

(3) Primeranlagerung 57°C 30 sek 30 Zyklen
(4) Elongation 72°C 30 sek

(5) Finale Elongation 72°C 5 min

3.3 Elektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmene

Fur die Auftrennung von DNA-Fragmenten mit einedf& von unter 700 bp, wurden Agaro-
segele in einer Konzentration von 2% Agarose in M@Bvendet. Die Gele wurden durch
Aufkochen der entsprechenden Menge Agarose (peqGrizersal-Agarose, Peqglab) in 1x
TBE in einer Labormikrowelle angefertigt. Nach déiwkihlen der Agarose auf 50 °C, wur-
de Ethidiumbromid (Stammlésung 10 mg/ml) in einemEentration von 800 ng/ml zugege-
ben und anschlieRend in entsprechende Geltragéltg&fie PCR-Proben wurden mit Gel-
Ladepuffer (6x Dye) versetzt, der die beiden FaffstBromphenolblau und Xylencyanol
enthalt. Diese Farbstoffe migrieren auch im Geldass man den Verlauf der Elektrophorese
verfolgen kann. Die Auftrennung der DNA-Fragment®lgte in horizontalen Elektrophore-
sekammern bei 135 V, als Laufpuffer diente 1x TB&mn GrolRenvergleich wurde ein DNA-
Standard aufgetragen (1 kb DNA Ladder, Invitrogeé)schlielend wurde die DNA unter
UV-Licht (Gel Doc 2000, Biorad) sichtbar gemacht.

Bei einer Wildtyp-Maus wurde ein Genprodukt von 48 bei einer CNGB1-defizienten

Maus ein Genprodukt von 415 bp amplifiziert.

Gel-Ladepuffer (6xdye) 10x TBE

60% TBE 09M TrisHCL
18% Ficoll Typ 400 0,9M Borsaure
0,12 mM EDTA pH 8,0 20 mM EDTA pH 8,0
0,15% Bromphenolblau

0,15% Xylencyanol FF

20



Material und Methoden

4 Klonierung des pAAV2.1-Rho-mCNGB1a-SV40-Vektors

4.1  Polymerasekettenreaktion fiir die Klonierung

Fur die Klonierung des pAAV2.1-Rho-mCNGB1a-SV40 YWk wurde der Maus Rhodopsin
Promotor (Rho) (Flannery et al., 1997), das SinvMans 40 (SV40) Polyadenylierungssignal
(Schambach et al., 2007) und das Maus CNGBla-G&N@EB1la) mittels PCR amplifiziert.
Als Polymerase diente die Herculase (Stratagerfeaund ihrerproofreading-Funktion, das
heil3t Synthesefehler, wie der Einbau einer falsdese, werden behoben, was zu einer stark
verminderten Fehlerrate fuhrt. Alle PCR-amplifizer Fragmente wurden sequenziert (Euro-
fins MWG Operon). Die verwendeten Primer wurdenrithe Firma Eurofins MWG Operon

bezogen.

Der Maus Rhodopsin Promotor (Rho) (464 bp) wurdeganomischer DNA mit dem RhoF-
und dem RhoR-Primer amplifiziert. Die Primer entbal eine Restriktionsendonuklease-
Schnittstelle (unterstrichene Sequenz) fur Aflih(i) bzw.Sall (RhoR).

RhoF: 5 -GATCCTTAAGATGTGGAGAAGTGAATTTAGGGCCCAA-3
RhoR:5-GTATGTCGACCACTGCGGCTGCTCGAAGGGGCTCCGCA-3

Fur die Amplifikation des SV40 late poly A FragmerisVv40) (221 bp) wurde psi-Check-2
(Promega, Mannheim) als Template verwendet. Diau&erjdes SV40F-Primers enthalt die
Restriktionsendonuklease-Schnittstelle fur Note 8equenz des SV40R-Primers enthalt die
Restriktionsendonuklease-Schnittstellen fir Xhol.

SVA40F: 5-TGTAGCGGCCGCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTT-3

SVA40R: 5-TGTACTCGAGTACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCT-3

Das CNBB1la-Gen (3978 bp) wurde aus retinaler cDidAMaus mit folgenden Primern, die
Restriktionsendonuklease-Schnittstellen fir KprnthdR) bzw. Notl (RhoR) enthalten, ampli-
fiziert.

mMB1F: 5-CCGGTACCGCCACCATGTTGGGCTGGGTCCAAAGG-3

MB1R: 5-GATCGCGGCCGCTCATGCACCTCACTCCGCC-3
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PCR-Ansatz fur die Klonierung:

1l Forward (F) Primer (1QuM)

1l Reverse (R) Primer (1QuM)

1l Desoxyribonucleotide (dNTPs, 10 mM)
10 pl 5 x Herculase-Puffer (Stratagene)

100 ng Template

0,5 ul Herculase (Strategene)

ad 50 pl HO

Die Bedingungen jeder PCR-Reaktion (ElongationsZi@mperatur der Primeranlagerung)

wurden an das zu amplifizierende DNA-Stlck sowe\agirwendeten Primer angepasst.

PCR-Protokoll fur die Klonierung:

(2) Initiale Denaturierung 95°C 60 sek

(2) Denaturierung 95°C 20 sek

(3) Primeranlagerung X°C 20 sek 35 Zyklen
(4) Elongation 72°C 30 sek/

(5) Finale Elongation 72°C 5 min

4.2  Aufreinigung der DNA-Fragmente

Nach der PCR wurden die DNA-Fragmente mit dem PFokél Quick Gel Extraction Kit

(Invitrogen) nach Herstellerangaben aufgereinigiciNZugabe des Losepuffers (Verhéaltnis
3:1) und von Isopropanol (Verhaltnis 1:1) zum PCRsatz, wurde die Losung auf eine
Quick Gel Extraction Column aufgetragen und zemgrigrt (60 Sekunden, 1000 x g). Der
Durchfluss wurde verworfen, die DNA war an das Sédolaterial gebunden. Es folgte ein
Waschschritt: Auf die Saule wurde 700Waschpuffer gegeben, zentrifugiert und der Durch-
fluss erneut verworfen. Zur vollstandigen Entfergudes im Waschpuffer enthaltenen Etha-
nols wurde der Zentrifugationsschritt wiederholhsg&hliel3end wurde das gewiinschte DNA-

Fragment mit 5Ql Elutionspuffer von der Saule eluiert.
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4.3  Plasmid pAAV2.1-mcs

Plasmide sind ringférmige, doppelstrangige DNA-Maile, die extrachromosomal vorliegen
und sich autosomal replizieren. Fur die Klonierwmgrde das Plasmid pAAV2.1-mcs ver-
wendet, das durch Ersetzen der CMV-eGFP Sequendem urspriinglichen Plasmid
pAAV2.1-CMV-eGFP  (Allocca et al, 2007) mit einem inker (5-
GGCCGCACCGGTACCTGGTAACCTCTAGAGTCGACAB kloniert wurde (Michalakis
et al., 2010). pAAV2.1-mcs verfligt Uber einen Rigtionsursprung (origin of replication,
ORI) und eine multiple Klonierungsstelle (multipbdoning site, mcs), welche die Erken-
nungssequenzen fir eine Vielzahl von Restriktiongeren enthalt. Aul3erdem weist es ein
Ampicillin-Resistenzgen auf, mit dessen Hilfe Baildgr, die dieses Plamid nach einer Trans-
formation (siehe 4.6) aufgenommen haben, seleldibrmverden kénnen. Aul3erdem enthalt
das Plasmid die ITRs, welche die einzige viraleugeq der rAAVs darstellen und das Ver-

packungssignal beinhalten.

4.4 Restriktion

Fur die Restriktion wurden Enzyme von New EnglangLBbs (NEB) oder Fermentas ver-
wendet. Die Wahl des Puffers erfolgte nach Herstatigaben. Der Restriktionsansatz (835
DNA, 5 ul Puffer, 0,5ul Enzym, ad 5Qul H,O) wurde fur zwei Stunden bei 37°C inkubiert
und anschlieBend auf ein Agarose-Gel aufgetrageng@wlinschte Bande wurde mit einem
Skalpell ausgeschnitten, mit der dreifachen MenglitSlisationspuffer (PureLinR' Quick
Gel Extraction Kit, Invitrogen) versetzt und bei°&5inkubiert, bis das Gel vollstandig gelost

war. Die weitere Aufreinigung ist in Kapitel 4.2dsfirieben.

4.5  Ligation
Nach der Restriktion erfolgte die Verknupfung deserts mit dem Plasmid mittels des Rapid

DNA Ligation Kits (Roche). Der Ligationsansatz (168 Insert, 50 ng Vektor, gl DNA,
Ligation Puffer und 0, Ligase) wurde 10 bis 30 Minuten bei Raumtemperiskubiert.
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4.6 Transformation

Im Anschluss an die Ligation folgte die TransforimatkompetenteE. coli-Bakterienzellen
mit dem Insert-Plasmid-Konstrukt. Es wurde ein 10@liquot des E. coli-Stamms 310, das
bei -80°C gelagert wird, auf Eis aufgetaut. Danrden 3u des Ligationsansatzes zu den
Zellen gegeben und fur 10 Minuten auf Eis inkubi&$ folgte ein Hitzeschock in einem
42°C warmen Wasserbad fur 30 Sekunden und ansehtie@ne erneute Inkubation auf Eis
fur zwei Minuten. AbschlieBend wurde die Zellsuspen auf ampicillinhaltigen Agar-
Platten ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C in&tbi

LB (+) Medium LB (+) Agar

10g Pepton 15¢g Agar

50 Hefeextrakt ad1ll LB (+) Medium
50 NacCl Ampicillin

19 Glucose

adll ddHO

pH 7,2-7,5

4.7  Praparation von Plasmid-DNA mittels alkalischerLyse

Nach erfolgreicher Ligation und Transformation kmam nachsten Tag einzelne Kolonien
von der Agar-Platte mit einer Pipettenspitze auégemen und in ein Réhrchen mit 5 ml am-
picillinhaltigem (100ug/ml) LB (+) Medium uberfiihrt werden. Diese Suspensvurde Uber
Nacht bei 37°C und 225 rpm geschuttelt. Dann wurierZellen abzentrifugiert (10 Minuten,
1000 x g, 4°C), der Uberstand verworfen, das P&ll@60ul Resuspensionspuffer gelost und
in ein frisches 2 ml Eppendorfgefal3 tberfihrt. Ndciyabe des Lysepuffers (290 und
einer Inkubationszeit von funf Minuten folgte deeWNralisationspuffer (2501) und eine wei-
tere Inkubation von funf Minuten. Anschliel3end waidie Suspension zentrifugiert (15 Mi-
nuten, 1000 x g, 4°C) und der Uberstand in ein seyd ml Eppendorfgefal? gegeben. Die
Fallung der DNA erfolgte mit 52pl Isopropanol und einem Zentrifugationsschritt {Hu-
ten, 1000 x g, 4°C). Das Pellet wurde mit 70% Etihayewaschen, erneut zentrifugiert (10
Minuten, 1000 x g, 4°C) und durch Vakuum-Zentriftiga getrocknet. Abschlie3end wurde
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das Pellet in 3@l H,O geldst. Der Erfolg der Klonierung wurde mittelesRiktionsanalyse

und Sequenzierung (Eurofins MWG Operon) bestatigt.

Fur die Isolation groRerer Mengen von Plasmid-DNérde die Kolonie in einem Kolben mit
100 ml ampicillinhaltigem (10Qug/ ml) LB (+) Medium angeimpft. Die weiteren Scheit
erfolgten mittels des PureYield Plasmid Midiprest@ms (Promega) nach Herstellerangaben.

Resuspensionspuffer Lysepuffer Neutralisationspuffer
6,06 g Tris 8¢9 NaOH 294,5¢ Kalium-
3,729 EDTA 900 ml HO acetat
ad 1l HO 100 mi 10% SDS ad 1l HO
100 mg RNAse A pH 5,5

pH 8
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5 Herstellung des Rho-mCNGB1a rAAV-Vektors

51 Transfektion

Die Virusverpackung erfolgte in HEK293T-Zellen (DEM HEK293T-Zellen wurden in
DMEM + GlutaMAX™.-I Medium (+ 4,5 g/l Glucose, - Pyruvate, + 10% F@$ochrom), +
1% Penicillin/ Streptomycin (Biochrom)) bei 37°Cduh0% CQ kultiviert. Fur die Transfek-
tion wurden Zellen mit einer Konfluenz von 70-80%wendet. Zwei Stunden vor der Trans-
fektion wurde das alte Medium durch frisches etsdis wurden 15 Platten (g 150 mm)
(Sarstedt) mittels der Calcium-Phosphat-Methodedngit Plasmiden (Vektorplasmid, Adeno-
Helferplasmid, Verpackungsplasmid) transfiziert GARO).

Vektorplasmid

Adeno-lHelferplasmid Verpackungsplasmid

Transfcktion

Replikation und
Verpackung @
&3

Abb. 10: Verpackung des Rho-mCNGB1la rAAV-Vektors.Das Vektorplasmid kodiert die Expressionskasset-
te (Rho-mCNGB1a-pA), die von den viralen Verpaclagignalen (inverted terminal repeats, ITRs) flarikit.
Das Rep- und das Cap-Gen werden von einem Helfmidabereitgestellt. Die adenoviralen Gene (E2A, E4
und VA), die fur die Herstellung der rAAV-Vektoremtwendig sind, werden von einem Adeno-Helferplasmi
kodiert. Nach der Transfektion mit diesen drei Fdem beginnt die Replikation und Verpackung in den
HEK293T-Zellen.
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Transfektionsansatz:

270ug pAAV2.1-Rho-mCNGB1la-SVv40

525ug Adeno-Helferplasmid, das die essentiellen adiealewn Helfer-Gene (E2A, E4,
VA) kodiert*

250ug Verpackungsplasmid, welches das Rep-Gen von 2AWid das Cap-Gen von
AAV-8 kodiert**

1,75 ml CaGl (2,5M)

17,5ul Polybrene (Hexadimethrin Bromid) (8 mg/ ml) (Big)

1750pl Dextran 500rom Leuconostoc spp. (10 mg/ml) (Sigma)

ad17,5ml  HO

* Die Menge des Adeno-Helferplasmids berechnet e folgender Formel:
270 pg/ Molekulargewicht des AAV-Plasmids x Molekulargeat des Adeno-
Helferplasmids

** Die Menge des Verpackungsplasmids berechnet naah folgender Formel:
270 ug/ Molekulargewicht des AAV-Plasmids x Molekulargeiat des Verpackungs-
plasmids

Die Zugabe von Dextran 500 und Polybrene erhohtEffeienz der Calcium-Phosphat-
Transfektion signifikant (Wu and Lu, 2007).

Der Transfektionsansatz wurde geschuttelt und ¢érpéise mit 17,5 ml 2 x BBS versehen.
Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten wurder2 j& ml des Transfektionsansatzes auf
die 15 Platten gegeben. Die Zellen wurden bei 3 3-5% CQ Uber Nacht inkubiert. Am
nachsten Tag wurde das Medium gewechselt und dienZzerneut bei 37°C und 10% GO
Uber Nacht inkubiert.
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2xBBS

10,65 g BES (Sigma)
16,359 NaCl

0,21 ¢ NaHPO, 2H,0O
ad 950 ml HO

pH = 6,95

ad 11 HO

steril filtrieren

52 Ernte

Die Zellen wurden durch Abschaben mit einem Zelbéte(VWR) geerntet und bei 3000 x g
fur 15 Minuten zentrifugiert (Rotor JA-10, Beckm@oulter). Das Pellet wurde in 7,5 ml
Lysepuffer resuspendiert, je drei Mal in flissig8&tickstoff schockgefroren und im Wasser-

bad bei 37°C aufgetaut. Nach dem letzten Einfrletgovurden die Zellen bei -80°C gelagert.

Lysepuffer
150 mM NacCl

50 mM Tris-HCI, pH 8,5
steril filtrieren
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5.3  Aufreinigung der rAAV-Vektoren Uber einen lodixanol-Gradienten

Die virushaltige Praparation wurde aufgetaut, mehBonase (50U/ ml) (VWR) versetzt und
bei 37°C im Wasserbad fir 30 Minuten inkubiert. Namnem Zentrifugationsschritt (25 Mi-
nuten, 3700 x g, 4°C) wurde der Uberstand in eint@fegenréhrchen (Beckman Quickseal
Polyallomer, Beckman Coulter) tberfiihrt und mit 158dixanol (7 ml), 25% lodixanol (5
ml), 40% lodixanol (5 ml) und 60% lodixanol (6 mihterschichtet (Grieger et al., 2006).
Zum Unterschichten diente eine sterile Glaspip@itdangem Hals und eine Schlauchpumpe
(Minipuls 3, Gilson). Das Zentrifugenrohrchen wuraeschliel3end mit einem Tube Topper
(Beckman Coulter) versiegelt und fir 105 Minutem B@& 000 rpm und 18°C ultrazentrifu-
giert (Rotor 70 Ti, Sorvall Discovery 90, Thermoiestific). AbschlieRend konnte man die
virushaltige 40%-Phase entnehmen: Zum Druckausgliade zuerst eine Kanule oben ins
Rohrchen eingestochen, dann wurde mit einer Kaailder unteren Grenze der 40%-Phase
eingestochen und die Losung bis unmittelbar untertdar 25%-Phase mit einer Spritze ent-
nommen (Abb. 11). Die 40%-Phase wurde bei -80°Cgefrgren.

=

Abb. 11: Entnahme der virushaltigen 40%igen lodixaml-Phase mit einer Spritze Nach der Zentrifugation
befinden sich die viralen Vektoren in der 40%igedixanol-Phase. Die Phasen lassen sich anhandadleer
unterscheiden.

15% lodixanol 1M MgCl,
25M KCI
5ml 10 x PBS 5M NacCl
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12,5 mi Optiprep (Progen) 1M MgCl,

1% Phenolrot 25M KCI

ad 50 ml HO 20,9 ml Optiprep (Progen)
1% Phenolrot

25% lodixanol ad 50 ml HO

5ml 10 x PBS

40% lodixanol 60% lodixanol

5ml 10 x PBS 1M MgCl,

1M MgCl, 25M KCI

25M KCI 1M NacCl

5M NacCl 50 ml Optiprep (Progen)

33,3 mi Optiprep (Progen) 1% Phenolrot

ad 50 ml HO

5.4  Aufreinigung der rAAV-Vektoren mittels Anionenaustauschchromatographie

Fur eine weitere Aufreinigung der rAAV-Vektoren gt# eine Anionenaustausch-

chromatographie mittels der AKTAprime plus (GE Heedre). Mit Hilfe dieses Verfahrens
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lassen sich Stoffe auf Grund ihrer Ladung trenmearf.der Anionenaustauschsaule (HiTrap
TM Q FF, GE Healthcare) erfolgte die chromatograghe Trennung der Probe. Zuerst wur-
de die Saule mit dem Puffer A equilibriert, danm ¥eus im Verhéaltnis 1:1 mit dem Puffer
A verdinnt und mittels eines Schleifeninjektors digf Sdule geladen. Dem Beladen der Sau-
le folgte die Elution der gebundenen Molekile dufcigabe von 2,5 M NaCl bei einer Fluss-
rate von 10 ml/min. Anhand der aufgezeichnetenféleigkeiten der von der Saule kommen-

den Flussigkeiten wurden dann die geeigneten eradati vereinigt.

Puffer A

20 mM Tris
15 mM NaCl
ad 500 ml HO
pH 8,5

5.5  Konzentrierung und Umsalzung der rAAV-Vektoren

Zur Erhéhung der Konzentration der rAAV-Vektorenrden die vereinigten Fraktionen auf
eine Amicon-Saule (Amicon® Ultra-4 Centrifugal EiitUnits, 100 kDa, Millipore) gegeben
und mehrmals zentrifugiert (3400 x g, Rotor J2-NB&éckman&Coulter Zentrifuge), bis das
Volumen auf etwa 500l eingeengt war. Ein weiterer Aufreingungsschnfolgte durch die
Zugabe von Tween/PBS-MK (1 ml) und eine erneutetifagation, bis das Volumen auf
etwa 100ul eingeengt war. Die im Filter enthaltene rAAV-Saspion, die auf Grund ihrer
molekularen Masse die Poren des Filters nicht pessikonnte, wurde abschliel3end aliquo-
tiert und bei -80°C aufbewahrt.

Tween/PBS-MK

10% 10 x PBS
1 mM MgChb
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2,5 mM KCI
0,014% Tween-20

5.6  rAAV-Titerbestimmung mittels quantitativer real -time PCR

Die quantitative real-time PCR (qPCR) ermdglicte¢ @&estimmung des genomischen Titers
der Virussuspension. Voraussetzung fur die Berewfpndes genomischen Titers ist eine
Standardkurve, die mit Hilfe einer Verdinnungsresitees CNGB1-Fragments erstellt wurde.
Das CNGB1-Fragment (107 bp) wurde mittels PCR oigdnden Primern amplifiziert:
rBlagF: 5-GAACTGGAACTGCTGGCTGAT-3'

rBlagR: 5’-TGGAACACGGTGATGTCCAGGA

Nach der Amplifikation folgte die Aufreinigung (sie Kapitel 4.2 ) und die Konzentrations-

bestimmung mit Hilfe eines Nanodrops ND-1000 (Peqties PCR-Fragments. Anhand der
bestimmten Konzentration liel3 sich die Genom-Kopédth nach folgender Formel berechnen:
Kopienzahl = 6,02*1% (Avogadro-Konstante) * Bamessd@]/ Molekulargewicht der ds DNA

Anschliel3end wurde eine acht Logstufen umfassenele@livinungsreihe erstellt. Die erste
Verdiinnungsstufe enthalt 1*tKopien/ pl, die letzte 1*10 Kopien/ pl. Jede Verdiinnungs-

stufe wurde dann mittels gPCR in einem Light Cy¢l€éA80 (Roche) im zweifachen Ansatz

amplifiziert und mit Hilfe der Fluoreszenz von SYBReen | (Roche) vermessen. Der Fluo-
reszenzfarbstoff SYBR Green lagert sich in die D& die Fluoreszenz wird fur jede Probe
wahrend jedes PCR-Zyklus gemessen. Aus diesen kigssuwvurde mit der LightCycler-

Software LC-Run (Version 5.32, Roche) eine Fluceagkurve erstellt, welche die Zahl der
PCR-Zyklen zur jeweils gemessenen Fluoreszenz ieBang setzt und die Cp (Crossing
points)-Werte berechnet. Der Cp-Wert beschreibtZgdus, an dem die Fluoreszenz erstma-
lig Uber die Hintergrund-Fluoereszenz ansteigt. Btiendardkurve wird nun durch Auftragen

des Logarithmus der einzelnen Verdinnungsstufeargdgn Cp-Wert konstruiert.

Die aufgereinigten und konzentrierten rAAV-Vektoremrden 1:500 mit KD verdinnt, im
zweifachen Ansatz amplifiziertie Fluoreszenz durch den LightCycler (Roche) geersind
eine Fluoreszenzkurve erstelAl{b. 12. Zur Berechnung des genomischen Titers setzte die
LC Software die Cp-Werte der Rho-CNGB1la rAAVs irelgdung zur Standardkurve.
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Amplification Curves
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Abb. 12: Fluoreszenzkurve.Die Fluoreszenzkurve zeigt den Anstieg der SYBReBfEluoreszenz in Abhan-
gigkeit vom PCR-Verlauf. Mit der dunkelroten Linveurde die Verdiinnungsstufe 1*{8tandard) dargestellt.
Die hintere rote Linie zeigt die NegativkontrolM/ésser als Template). Die vordere rote Linie gibtMessung

der Rho-CNGB1la Viruspréaparation wieder.

Quantitativer real-time PCR-Ansatz:

1l
1l

10 pl

5 ul

ad 20 pl

rBlagF (1@M)

rBlagR (1@M)

SYBR Green | Master (Roche) Desoxyribonutatiso
Template

HO

Quantitative real-time PCR-Protokoll:

(2) Initiale Denaturierung 95°C 10 min
(2) Denaturierung 95°C 10 sek
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(3) Primeranlagerung
(4) Elongation
(5) Finale Elongation

60°C
72°C
72°C

5 sek
20 sek

5 min

40 Zyklen
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6 Subretinale Injektion

Die subretinalen Injektionen fiihrte Frau Dr. Muidétel (AG Neurodegeneration des Auges,
Forschungsinstitut fir Augenheilkunde, Universitditbingen)durch (Michalakis et al., 2010;
Muhlfriedel et al., 2013). 14 Tage alte CNGB1-defite Mause wurden durch eine subkuta-
ne Injektion von Ketamin (66,7 mg/kg) und Xylazihl(7 mg/kg) betaubt und die Pupillen
durch Tropicamid-haltige Augentropfen (Mydriatic®tulln, Pharma Stulln GmbH, Deutsch-
land) erweitert. Jul der Rho-CNGB1a rAAV-Partikel (Titer: 2,62*1bgenomische Partikel/
pl) wurden mit einer geschliffenen Kanile (34 Gau#l) auf einer Glasspritze (WPI Na-
nofil syringe 10 pl, World Precisioninstruments,riBg subretinal injiziert (Abb. 13), und
zwar frei Hand unter einem Operationsmikroskop (DRMR-Pro, Carl Zeiss, Oberkochen);
danach folgte die Uberprifurig vivo mit der konfokalen Scanning Laser Opthalmoskopie
(cSLO) (Seeliger et al., 2005) und der optischemdenztomografie (Fischer et al., 2009).
Etwa eine von funf injizierten Mausen wurde von tere2n Untersuchungen ausgeschlossen,

weil die subretinale Injektion nicht optimal war.

subretinale Injektion

Retina e

Glaskorper
Sehnerv
Linse

Hornhaut

Iris

RPE
Sklera
Abb. 13: Schematische Darstellung einer subretinatelnjektion. Durch die subretinale Injektion der rAAV-

Partikel kommt es zu einer lokalen und temporérbheébung der Netzhaut. Modifiziert nach (Muhlfriedéehl.,
2013).
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7 Western Blot

7.1 Proteinisolation aus Retina-Gewebe

Die Retina wurde mittels der Winklertechnik entnoemanschliel3end in Stickstoff schock-
gefroren und auf Trockeneis mit einem Morser zeterahDas pulverisierte Gewebe der
Netzhaut wurde in 44l Lysepuffer (2 % SDS, 50 mM TRIS und Proteinasefitoren) auf-
genommen, fur 15 Minuten bei 95 °C erhitzt und ahsBend abzentrifugiert (10 Minuten,
16000 x g, 4°C). Der Uberstand wurde bis zur Veousg bei -80°C gelagert.

7.2  SDS-Page und Western Blot

Die Protein-Lysate wurden mit 6 x Lammli-Puffer # Dversetzt und bei 72°C fur 15 Minu-
ten inkubiert, um die Proteine zu denaturieren.d2ariel3en sich die Proteine in einer Elekt-
rophoreseapparatur (Protean 3, Biorad) bei 100 tielnieines 10%igen SDS-Polyacrylamid-
Gels nach ihrer GroR3e auftrennen. Als GroR3enstdndiente der Benchmark Protein Ladder
(Invitrogen). Nach der Elektrophorese wurden dietéine mit einem Tank-Blot-System (Mi-
ni Trans Blot, Biorad) auf eine mit Methanol agoilerte PVDF-Membran (Immobilon-P,
Millipore) Ubertragen. Der Transfer erfolgte in gekuhltem Transferpuffer fir 90 Minuten
bei 100 V. AnschlieBend wurde die Membran, die karMethanol aquilibriert wurde, far
eine Stunde in 5% Milchpulver geschwenkt. Es foltjeelnkubation des Primarantikdrpers in
3% Milchpulver bei 4°C Uber Nacht. Zur Verwendungnien folgende Primarantikérper
(Tabelle 2):

Tabelle 2: Liste der primaren Antikorper, die im Western Blot verwendet wurden

Antikorper Wirtsspezies Verdinnung Quelle
CNGB1 (1B4) Maus 1:30 (Poetsch et al., 2001)
CNGA1 (2G11) Maus 1:30 (Molday et al., 1991)
Tubulin Maus 1:2000 Dianova, Hamburg
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Nach dreimaligem Waschen mit TBST wurde die Memlmandem folgenden Sekundaranti-

korper in 3% Milchpulver fur eine Stunde geschwe(lgbelle 3):

Tabelle 3: Liste des sekundaren Antikorpers, der inWestern Blot verwendet wurde

Antikorper Wirtsspezies

Verdinnung Quelle

o-Mouse HRP Schaf

1:2000 GE Healthcare, Minchen

Nach drei Waschschritten in TBST und einem Wasaitsch doppelt destilliertem Wasser

wurden die Antikérper durch Chemilumineszenz mitfdides Western Blotting Luminol

Reagent-Kits (Santa Cruz) detektiert. Die Filme Ratektion der Chemilumineszenz (Hyper-

film ECL, Amersham) wurden mit einer Filmentwickieaschine (Curix 60, Agfa) entwickelt.

10 x TBS

1219 Tris-HCI
80,29 NacCl

ad 11 HO

6 x LAmmli-Puffer + DTT

7 ml 4 x Tris-HCL/SDS pH6,8
3 mi Glycerol

19 SDS

1,2 mg Bromphenolblau

ad 10 mi HO

1 x TBST

100 ml 10 x TBS
1ml Tween-20
ad1ll HO

10x Elektrophoresepuffer

30,2 ¢ Tris
144 ¢g Glycin
10g SDS
Ad 1l H.O
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Sammelgelpuffer

05M Tris-HCI
0,4% SDS
pH 6,8
Sammelgel
0,65 ml 30% Acrylamid/
0,8% Bisacrylamid
1,25 mi Sammelgelpuffer
3,05 mi HO
25 ul 20% Ammoniumpersulfat
5 ul TEMED

Transferpuffer

24,8 mM Tris-Base
191,8 mM Glycin
Ad 800 ml  HO

Ad 1l Methanol

Trenngelpuffer

15M Tris-HCI
0,4% SDS
pH 8,8

10%-Trenngel

5,0 ml 30% Acrylamid/
0,8% Bisacrylamid
3,75 ml Trenngelpuffer
6,25 ml HO
30 pul 20% Ammoniumpersulfat
10 pl TEMED
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8 Elektroretinogramm

Das Elektroretinogramm (ERG) ist ein diagnostisch#dsmittel zur Untersuchung der
Netzhautfunktion. Die Messungen erfolgten im Arblgieis von Prof. Dr. Seeliger in
Tubingen mit Hilfe von Ganzfeld-ElektroretinogrammgSeeliger et al., 2001a; Tanimoto et
al., 2009). Die Mause wurden vor den Messungen MNmght (mindestens 12 Stunden)
dunkeladaptiert und anschliel3end durch eine subg&utgektion von Ketamin (66,7 mg/kg)
und Xylazin (11,7 mg/kg) betéaubt, die Pupillen dur€ropicamid-haltige Augentropfen
(Mydriaticum Stulln, Pharma Stulln GmbH) erweiteftreisférmige Elektroden wurden auf
die Hornhaut gesetzt, zwei Referenzelektroden arsten und am Ricken befestigt. Die von
der Netzhaut gebildeten elektrischen Potenzialedemuibei steigenden Lichtblitzintensitaten

von 10% cds/m? bis 25 cds/m?2 gemessen.
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9 Immunhistochemie

9.1 Praparation der Retina

Um die Orientierung der Retina bis zu den Gefriengiten zu verfolgen, wurde auf dem

Augapfel der toten Maus mit einer glihenden Nadeipgoral eine Markierung eingebrannt.
Anschliel3end wurde das Auge entnommen, an dereorata mit einer 0,8 mm Kaniile einge-
stochen und funf Minuten in 4% Paraformaldehyd (P&éf Eis vorfixiert. Dann wurde unter

einem Stereomikroskop (Stemi 2000, Zeiss) am obReerd der ora serrata mit einer Mikro-
augenschere (Mini Vanas, Schnittflache 3 mm, Frébshr) entlang geschnitten; die einge-
brannte Markierung wurde mit einem kleinen Schimtdie Retina umgesetzt.Nach Entfer-
nung der Kornea, der Linse und des Glaskdrpers evdrel im Augenbecher verbliebene Re-
tina fur 45 Minuten in 4% PFA auf Eis immersiongit. AnschlielRend wurde der Augenbe-
cher dreimal in 0,1 M Phosphatpuffer (PB) gewasched tber Nacht in 30% Saccharose
kryoprotektiert. Abschliel3end wurde der Augenbedhefissue freezing medium (Electron

Microscopy Sciences) eingebettet, auf Trockeneigedroren und bis zur weiteren Verwen-
dung bei -80°C gelagert.

0,1 MPB 4% PFA

28,48 g Na2HPO4 x 2H20 609 Paraformaldehyd (Merck)
552¢g NaH2PO4 x H20 ad 150 ml 0,1MPB

ad 2| HO bei 60°C l6sen

pH 7,4 steril filtrieren

bei -20°C lagern

9.2  Anfertigung von Kryo-Gewebeschnitten

Das in Tissue freezing medium eingebettete Gewebrlevmit einem Kryostat (Leica
CM3050 S, Leica Biosystems) in einer Dicke von & geschnitten und auf Glas-
Objekttrager (SuperFrost Plus, Menzel) geschmol@én Schnitte wurden bei Raumtempera-

tur getrocknet und bei -20°C aufbewabhrt.
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9.3 Immunhistochemie

Nach dem Auftauen und Trocknen der Kryo-Gewbesthmiurden diese mit einem PapPen
Liquid Blocker (Science Services) umrandet. Dieifet wurden mit 0,1 M PB rehydriert
und anschlieRend fur 10 Minuten mit 4% PFA fixi&tach dreimaligem Waschen der Schnit-
te mit 0,1 M PB erfolgte die Inkubation der Primirgdrper tber Nacht bei 4°C in einer Lo-
sung aus 0,1 M PB, 5% Chemiblocker (Millipore) un@% Triton X-100. Folgende Pri-

marantikdrper wurden verwendet (Tabelle 4):

Tabelle 4: Liste der primaren Antikorper, die in der Immunhistochemie verwendet wurden

Antikdrper Wirtsspezies Verdinnung Quelle

CNGB1 (C-Abm) Kaninchen 1:30 000 (Hattl et al., 3D0
CNGAL1 (2G11) Maus 1:30 (Molday et al., 1991)

Peripherin-2 (Per5H2) Maus 1:1000 (Connell eti#l91)
cGMP Schaf 1:3000 (Tanaka et al., 1997)

Cy3-anti-GFAP Maus 1:1000 Sigma-Aldrich, #C9205

(Michalakis et al., 2005)

Zapfen Arrestin Kaninchen 1:300 (Zhang et al., 2012)

Vor der Inkubation mit den Sekundarantikérpern vemrdlie Schnitte erneut dreimal mit 0,1
M PB gewaschen. Die Sekundarantikbper wurden inM),BB mit 3% Chemiblocker ver-
dunnt und fir 90 Minuten inkubiert (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Liste der sekundaren Antikdrper, die inder Immunhistochemie verwendet wurden

Antikorper Wirtsspezies Verdinnung Quelle
Cy3-anti-Kaninchen Esel 1:400 Jackson Laboratories
#705-166-147
Alexa488-anti-Maus Ziege 1:800 Cell Signaling Tealbgies,
#4408
Cy2-anti-Schaf Esel 1:200 Jackson Laboratories,
#713-225-147
Cy2-anti- Esel 1:200 Jackson Laboratories,
Meerschweinchen #106-225-003

Es folgte erneutes dreimaliges Waschen der Schnifiel M PB. Die Zellkerne wurden mit
dem Zellkernmarker Hochst 33342 (5 pg/ml, Invitnogéir finf Minuten gefarbt. Abschlie-
Rend wurden die Schnitte mit 0,1 M PB gewaschenmibtdem wassrigen Fluoreszenzeinde-
ckungsmittel Fluoromount-G (Beckman Coulter) eirggablt.

9.4  Mikroskopie

Die Auswertung der immunhistochemischen Untersugbhaorerfolgte am konfokalen Laser
Scanning Mikroskop Zeiss LSM 510 Meta (Carl Zeisigs mit vier Lasern ausgestattet ist:
UV (351 nm), Argon2 (488 nm), HeNe/1 (543 nm), HENE33 nm). Die Bilder wurden als
Schnittserie aus drei Scans (Z-Stack) aufgenommienfur die Visualisierung mittels der

Zeiss LSM Software wieder auf eine Ebene kollabaentden.
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10 Das Morris Water Maze als Sehtest

Das Morris Water Maze zielt urspringlich auf dietéisuchung des rdumlichen Lernens
(Morris, 1984), kann aber auch zu einem Sehtestfin@idt werden (Michalakis et al., 2010;

Pang et al., 2006). Fur die Verhaltensversuche enule Mause einzeln in einem inversen
12 Stunden Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten, das Empeit wurde in der dunklen Phase
durchgefuhrt. Die Versuchsapparatur bestand awsreminden Becken (120 cm im Durch-
messer, 70 cm hoch, weil3es Plastik) (TSE Systead,Hbmburg), das mit Wasser (21°C)
gefullt und am Beckenrand mit ausgepragten Markigen (Quadrat, Dreieck, Kreis) verse-
hen war. Im Becken befand sich eine Plattform awslichtigem Plexiglas (10 cm im

Durchmesser), deren Position nicht verandert w(iib. 14).

Abb. 14: Morris Water Maze zur Durchfiihrung eines Shtests.Die Versuchsapparatur besteht aus einem
runden Becken (@ 120 cm), das mit Wasser (21°Q)ligeind am Beckenrand mit Markierungen versehén is
Eine Plattform (P) (@ 10 cm), welche uber die Vermdauer an konstanter Stelle bleibt, dient alsttposition

fur die Mause.

Die Mause wurden an drei aufeinander folgenden mageer dunklen Lichtbedingungen
(0,32 cd/m) trainiert, die Plattform zu finden. Die Beleuchgsverhaltnisse wurden mit ei-
nem Belichtungsmesser (Minolta Spotmeter M) gemmed3a Mause sehr wasserscheu sind,
weist die Aufgabe einen hohen Motivationsfaktor. &rf jedem Tag fanden acht Durchgéange
statt, wobei sich die Startposition der Maus natem Durchgang &nderte. Ein Durchgang
war beendet, sobald die Maus die Plattform erklomivate. Hatte die Maus diese nach zwei
Minuten nicht gefunden, setzte man sie auf dietf@lat. Nach 10 Sekunden auf der Platt-
form wurde die Maus unter einer Warmelampe getretkmd anschlie3end in ihren Kéafig
zuriickgebracht. Uber dem Becken befand sich eifrartilichtkamera, welche Software-

gestutzt (VideoMot2, TSE Systems, Bad Homburg) adhaon Kontrastwerten die Maus im
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Water Maze identifizierte und die Bewegungsmustdzeichnete. AnschlielRend konnte man
die Schwimmstrecke, -geschwindigkeit und die bepétiZeit bis zum Finden der Plattform

auswerten. Das Experiment zielte darauf ab, dasMduse anhand visueller Landmarken die
Plattform finden. Auf Grund der dunklen Lichtbedimgen wurde dadurch indirekt die Funk-

tionsfahigkeit der Stédbchen getestet. An zwei weitelagen wurde der gleiche Versuch un-
ter hellen Lichtbedingungen (29,04 cdjrdurchgefiihrt, um die Funktionsfahigkeit der Zap-
fen zu Uberprifen. Wahrend des Experiments wart tiekannt, welchen Genotyp die Maus

hat, und ob diese therapiert oder untherapiert ist.
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11  Datenanalyse

Alle Ergebniswerte wurden als Mittelwerte angegelesteht fir die Anzahl der Experimen-
te. Bei der statistischen Auswertung der Water Méesuche wurden die drei Gruppen
(Wildtyp, therapierte und untherapierte CNGB1-defite Mause) anhand einer Varianzana-
lyse @nalysis of variance, ANOVA) miteinander verglichen. Die statistische Augstung
erfolgte mit den Programmen GraphPad PrismTM Varddd (GraphPad Software, San
Diego, CA) und Microsoft® Excel 2002 (Microsoft Qaration, Redmond, WA). Messwerte
galten als statistisch signifikant bei p<0,05.
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IV Ergebnisse

1 Design, Produktion und Injektion des Rho-CNGB1la AV-Vektors

Fur die Therapie von CNGB1-defizienten Mausen wungd&ahmen der vorliegenden Arbeit
ein Gentransfer mit Hilfe von rekombinanten adesseaiierten viralen (rAAV)-Vektoren
durchgefuhrt. FUr die Herstellung der rAAV-Vektoremirde die Expressionskassette, beste-
hend aus dem Transgen und den DNA-Abschnitten halbeder Protein-kodierenden Se-
quenz (Promotor, Enhancer, Terminator), zwischenimverted terminal repeats (ITRs) des
Serotyps 2 kloniert. Beim Vektordesign gilt es dexinge Verpackungskapazitat der rAAV-
Vektoren zu bertcksichtigen, das heil3t die Expoeskiassette darf nicht grol3er als 5,2 kb
sein (Dong et al., 2010; Lai et al., 2010; Wu et2010).

Als Plasmidvektor diente pAAV2.1-mcs, das eine iplétKlonierungsstelle und zwei ITRs
enthalt (Michalakis et al., 2010). Die ITRs (je 145 stellen die einzig erforderlichen viralen
cis-Elemente fir die Vektor-Konstruktion dar undankieren die Expressionskassette
(Rabinowitz and Samulski, 1998) (Abb. 15). Die Eegmionskassette besteht aus der murinen
CNGB1a cDNA (3978 bp), die unter Kontrolle des M&lsdopsin-Promotors (471 bp) in
das Plasmid kloniert wurde. Der verwendete Rhodepsomotor ermdglicht eine spezifische
und effiziente Expression von Transgenen in Foepezren (Flannery et al., 1997). Als post-
transkriptionelles Element wurde hinter das CNGEien die SV40 Polyadenylierungsse-
qguenz (221 bp) kloniert, die als effektiver Termioas- und Polyadenylierungs-Enhancer
wirkt (Schambach et al., 2007). Dieses Vektor-Karigthat eine Gréf3e von 5,1 kb und tber-

schreitet somit die Verpackungskapazitat von rAARkYoren nicht.

ITR ITR
Rho

Abb. 15: Expressionskassette des Rho-CNGBla AAV-Vaks. Die Expressionskassette besteht aus dem
Maus-Rhodopsin-Promotor (471 bp) (Rho), der CNGBRBA (3978 bp) sowie der SV40 polyA Sequenz (221
bp) und ist von den beiden inverted terminal rep@diRs) (je 145 bp) flankiert.
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Um eine effektive Transduktion der Fotorezeptoreremeichen, wurde das Konstrukt in ein
Y733F-modifiziertes AAV8-Kapsid verpackt (Petrssilet al., 2009). Nach Aufreinigung
der viralen Vektoren wurde mittels qPCR der Titen\2,62*16" genomischen Partikeln/ pl

bestimmt.

Die subretinale Injektion fuhrte Frau Dr. MuhlfreddAG Neurodegeneration des Auges, For-
schungsinstitut fir Augenheilkunde, Universitat Tgen) durch.Es wurde 1ul der Rho-
CNGBla AAV-Vektoren bei 14 Tagen alten CNGB1-defiten Mausen subretinal in das
rechte Auge injiziert. Im Anschluss an die Injektidberprifte mamn vivo mit der konfoka-
len Scanning Laser Opthalmoskopie (Seeliger eR@D5) und der optischen Koharenztomo-
grafie (OCT) (Fischer et al., 2009) die durch diggktion entstandene Abhebung (Abb. 16).
Das linke Auge wurde nicht behandelt und diente<aistrolle.

Abb. 16: Repréasentativer Scan der Netzhaut nach dedler subretinalen Injektion mittels optischer Koha-
renztomografie (OCT). Im OCT-Scan sind die Injektionsstelle (Pfeil) urideclokale Abhebung der Netzhaut
erkennbar, die sich nach wenigen Tagen zurlickbildet MaR3stabsbalken markiert 200 um. GC/IPL, Gangl|
enzellschicht/ innere plexiforme Schicht; INL, inaeKérnerschicht; OPL, aul3ere plexiforme SchichyLO
aulere Kdrnerschicht; I/OS, Innen- und AuRensegnRIPE/CC, retinales Pigmentepithel/ Choriocap#lari
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2 Biochemische und histologische Untersuchungen d&enexpression

Nach erfolgreicher subretinaler Injektion wurde @cimst untersucht, ob die eingeschleuste
CNGB1la-cDNA abgelesen und das Protein produzied.vim Western Blot-Analysen zeigte
sich, dass das ca. 250 kDa groRe CNGB1-Proteiremingizierten Retina einer CNGB1-
defizienten Maus exprimiert wird. In der untherafga Retina war dagegen keine Bande zu
detektieren (Abb. 17, oberes Panel). Auch das 63 gdl3e CNGAL-Protein, das in der un-
therapierten CNGB1-defizienten Maus herunterreguitt und im Western Blot dementspre-
chend nicht detektierbar war, konnte in der themdpn Retina nachgewiesen werden (Abb.
17, mittleres Panel). In der Retina einer Wildtygud sind beide Proteine starker exprimiert
(Abb. 17).

&
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‘ anti-Tubulin '

Abb. 17: Western Blot mit Retina-Lysaten von Wildtyp-Mausen sowie von therapierten und untherapier-
ten CNGB1-defizienten M&ausenBei untherapierten CNGB1-defizienten Mausen kowmeer das CNGB1-
(oberes Bild) noch CNGA1-Protein (mittleres Bildjamgewiesen werden. Bei therapierten CNGB1-defieien
Mausen hingegen waren beide Proteine zu detektiér@n Tubulin (unteres Bild) diente als Ladekonileo
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Die im Western Blot gezeigte Expression des CNGBitdhs in der Retina von therapierten
Mausen wurde mittels Immunhistochemie bestatigtbilliong 18 zeigt einen mikroskopi-

schen Uberblick tber die Netzhaut einer therapier@\GB1-defizienten Maus. Das

CNGB1-Protein ist in etwa einem Drittel der Retexgrimiert (Abb. 18).

Hochst

therapierter

Bereich

untherapierter
Bereich

Abb. 18: Ubersichtsbild der Retina einer therapieren CNGB1-defizienten MausDer therapierte Bereich ist
durch die Expression von CNGB1 (grun) gekennzeichbée Zellkerne wurden mit dem Zellkernmarker
Hoechst 33342 gefarbt (grau). Der Mal3stabsbalkekiera200pm.

Ein vergroRerter Ausschnitt des therapierten Bheezeigt, dass das CNGB1-Protein fast
ausschlief3lich in den AulRensegmenten lokalisier{Abb. 19A), und zwar in einem dem
Wildtyp ahnlichen Expressionslevel (Abb. 19C). lbddeinstimmung mit der Literatur (Huttl
et al., 2005) fehlt das Signal in der Retina votharapierten CNGB1-defizienten Mausen
vollstéandig (Abb. 19B). Weiter war das CNGA1-Pratén den Aul3ensegmenten von thera-
pierten CNGB1-defizienten Mausen nachzuweisen (AlSIR). Das Expressionslevel ist mit
dem Wildtyp vergleichbar (Abb. 19F). Das CNGAL1-Rintkonnte in der untherapierten Re-
tina nicht detektiert werden (Abb. 19E). Sowohlder Wildtyp- als auch in der therapierten
Retina sind beide Proteine in den AulRensegmentdokadisiert (Abb. 19G/I).
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therapiert untherapiert

merge

Abb. 19: Expression des Stabchen-CNG-Kanals in deAuRensegmenten von therapierten CNGB1-
defizienten Mausen.Sowohl CNGB1 (griin) (A) als auch CNGAL (rot) (Dh&iin der therapierten Retina ex-
primiert. Beide Proteine sind in den Au3ensegmeatelvkalisiert (G). Das Expressionslevel ist nend Wild-
typ (C,F,L) vergleichbar. In der untherapierteniRetkonnte kein Signal detektiert werden (B,E,Hgr Mal3-

stabsbalken markiert 20 um. OS, AuRensegmentni&nsegment; ONL, dulRere Kdrnerschicht; OPL, &ul3ere
plexiforme Schicht; INL, innere Kérnerschicht.
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3 Evaluation der Netzhautfunktion durch Elektroretinogramme

Die Expression und Co-Lokalisation von CNGB1 und@M in den Auliensegmenten von
therapierten CNGB1-defizienten Mausen zeigte, dass der CNG-Kanal der Stabchen, der
in der Retina von untherapierten CNGB1-defizieri&iusen fehlt, nach Injektion der rAAV-
Vektoren bildet. Als nachstes folgten funktiondlatersuchungen mittels Elektroretinogra-
phie. Das Elektroretinogramm (ERG) gibt das zeidalgiige Spannungssignal wieder, das als
Antwort der Netzhaut auf Lichtreize entsteht. Diek&ischen Potenziale, die an der Horn-
haut abgeleitet werden, weisen eine charaktermsigarvenform auf. Zu unterscheiden sind
ein negativer Ausschlag (a-Welle), der tberwiegeol den Fotorezeptoren stammt und erst
bei hoheren Blitzintensitaten erscheint, und eisitper Ausschlag (b-Welle), der die Aktivi-
tat der Bipolarzellen widerspiegelt (Tanimoto et 2009) (Abb. 20).

b-Welle

a-Welle

Abb. 20: Komponenten eines Elektroretinogramms.Das Elektroretinogramm weist eine charakteristische
Kurvenform auf: Man sieht eine a-Welle, die Ubegyeird von den Fotorezeptoren generiert wird, und bin
Welle, welche die Aktivitdt der Bipolarzellen wiadpiegelt. Die roten Punkte stellen die Mittelweder
Amplituden aus den abgeleiteten oszillatorischete®malen der b-Welle dar. Fiir die Auswertung detzRaut-
funktion von therapierten und untherapierten CNGigfizienten Mausen wurden die Amplituden der b-\afell
miteinander verglichen. Die Amplitude der b-Wellésst man vom maximalen negativen Ausschlag bis zum
maximalen positiven Ausschlag. Maodifiziert nachfifaoto et al., 2009).

Mit Hilfe von ERGs kann man demnach Uberprufen,Falborezeptoren in der Lage sind,
Lichtreize zu generieren, und ob diese korrekt i@nndchgeschalteten Bipolarzellen weiter-
geleitet werden (Tanimoto et al., 2009). Bideitsgruppe von Prof. Dr. Mathias Seeliger (AG
Neurodegeneration des Auges, Forschungsinstituidgenheilkunde, Tibingen)ntersuchtelie
Netzhautfunktion vorsechs therapierten und untherapierten CNGB1-defene Mausen im
Alter von acht Wochen: Nach einer DunkeladaptioeriNacht (skotopische Bedingung)
wurden zehn Lichtreize mit steigender Intensitat vat bis 1,5 log cd/mappliziert, um die
Stabchenfunktion zu Gberprufen.
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Bei Lichtreizen von niedriger Intensitét (von - 48 - 0,5 log cd*s/rf), welche die Aktivitat
des Stabchensystems widerspiegeln, lieBen sich batfmerapierten Auge einer CNGB1-
defizienten Maus keine elektrischen Antworten dbteiErst bei Lichtreizen hoher Intensita-
ten (ab 0 log cd*s/f) waren elektrische Potenziale messbar, da dartm dag Zapfensystem
aktiv ist (Abb. 21B). Im Gegensatz dazu war es beierapierten Auge mdoglich, bereits auf
Lichtreize von niedriger Intensitét (ab - 3,0 ladf&/n¥) eine b-Welle abzuleiten (Abb. 21A).
Die Uberlagerung der reprasentativen Einzelspuedgt zleutlich, dass die Netzhaut einer
therapierten CNGB1-defizienten Maus auf schwacluhtbiitze antwortet, die bei einer un-
therapierten CNGB1-defizienten Maus zu keiner eiséthien Antwort fihrt (Abb. 21C). Bei
Lichtblitzen, die auch das Zapfensystem aktivieishkein Unterschied zwischen therapier-
tem und untherapiertem Auge zu sehen, da die Zapé&nracht Wochen alten CNGB1-
defizienten Mausen noch funktionsfahig sind (AbbC® Das beweist aul3erdem, dass sich

die Gentherapie nicht negativ auf die Zapfenfunkoswirkt.

Fur eine Auswertung der Netzhautfunktion von themaen und untherapierten CNGB1-
defizienten Mausen analysierte man die Amplitudebdé/elle. Diese wurde vom maximalen
negativen Ausschlag bis zum maximalen positivenséoleg gemessen und als Funktion der
logarithmierten Stimulusintensitat aufgetragen. Oblndie Bipolarzellen die b-Welle bilden,
reflektiert diese indirekt die Aktivitat der Fotaeptoren, da das Messen einer b-Welle die
Funktion der Fotorezeptoren voraussetzt. Unteraghkethen Bedingungen sowie Lichtreizen

von geringer Intensitat werden hauptsachlich dieEypblarzellen der Stabchen gemessen.

Die Amplitude der b-Welle von therapierten CNGBIXizienten Mausen ist bei Lichtreizen
geringer Intensitat (- 4,0 bis - 2,0 log cd*§)rsignifikant gréRer als die von untherapierten
CNGB1-defizienten Mausen (Abb. 21D). Das beweistssddieser Gentherapieansatz die
Stabchen-vermittelte Netzhautaktivitat deutlichbessert.
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A therapiert B untherapiert C  Uberlagerung
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Abb. 21: Einzelblitz-Elektroretinogramm-Ableitungen unter skotopischen BedingungenDie reprasentati-
ven Einzelspuren zeigen, dass im therapierten AAjye- im Gegensatz zum untherapierten Auge (B)neri
CNGB1-defizienten Maus elektrische Antworten autHtblitze geringer Intensitaten messbar waren. ied
auch bei Uberlagerung der beiden Spuren deutligh@@ Amplitude der b-Welle ist bei geringen Stiomsin-
tensitaten bei therapierten CNGB1-defizienten Maugete Linie) signifikant groBer als bei untheepen
(schwarze Linie) (D).
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Zuséatzlich zu Einzelblitzableitungen kann man ER@worten auch auf eine Folge von
Lichtblitzen erhalten (Flimmer-ERG). Bei einer Sthbn-spezifischen (skotopischen)
Lichtintensitat (-2 log cd*s/@ waren beim untherapierten Auge im Flimmer-ERGnkei
elektrischen Potenziale messbar (Abb. 22B). Dasafierte Auge war dagegen in der Lage,
die Flimmerreize verschiedener Frequenzen (vorb®% Hz) aufzulésen (Abb. 22A). Die
Uberlagerung der Einzelspuren macht den Unterschigsichen dem therapierten und dem
untherapierten Auge deutlich (Abb. 22C).

Die Auswertung der b-Wellen-Amplitude zeigte, dass Antworten des Stabchensystems
beim untherapierten Auge kaum nachweisbar sind; Stébchen-generierten Amplituden
beim therapierten Auge waren signifikant gro3erld{AB2D). Ein Vergleich von repréasentati-
ven Einzelspuren machte deutlich, dass die Formbelfelle einer therapierten CNGB1-
defizienten Maus mit einer Wildtyp-Maus vergleichiaar (Abb. 22E). Die ERG-Amplitude
der therapierten Augen entsprach etwa 1/3 der Wildimplitude (Abb. 22E).
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Abb. 22: Flimmer-Elektroretinogramm-Ableitungen unter skotopischen BedingungenDie reprasentativen
Einzelspuren eines therapierten (A) und eines waffierten Auges (B) einer CNGB1-defizienten Mautern
scheiden sich deutlich: Nur beim therapierten Awgeen elektrische Antworten auf Stabchen-speziéddoht-
reize im getesteten Frequenzbereich abzuleitendj@)quantitative Auswertung der Daten zeigt eiigaifikant
erhohte Flicker-Amplitude der therapierten AugeatdrLinie) im Vergleich mit den untherapierten Ange
(schwarze Linie) (D). Die Amplitude der b-Welle gmticht etwa 1/3 der Wildtyp-Amplitude (E).
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Beim Einzelblitz-Elektroretinogramm unter photopisn Bedingungen wurden acht Lichtrei-
ze von - 2 bis 1,5 log cdfmappliziert. Unter photopischen Bedingungen vetstean die
Applikation von Lichtblitzen auf das helladaptieAege in Gegenwart einer Hintergrundbe-
leuchtung (30 cd/R). Da unter diesen Messbedingungen die Stabcheittigesind, kénnen
selektiv die Antworten der Zapfen gemessen werlisnvaren keine Unterschiede zwischen
dem untherapierten und dem therapierten Auge €nhgsB1-defizienten Maus festzustellen
(Abb. 23). Das beweist, dass die subretinale Iigpakder Rho-CNGB1la AAV-Vektoren kei-

nen negativen Effekt auf die Zapfenfunktion hatte.
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Abb. 23:Einzelblitz-Elektroretinogramm-Ableitungen unter photopischen BedingungenDie reprasentati-
ven Einzelspuren zeigen keinen Unterschied zwisatean therapierten (A) und dem untherapierten AlR)e (
einer CNGB1-defizienten Maus. Dies wird auch beetlgerung der beiden Spuren deutlich (C). Die Atupl
de der b-Welle ist bei therapierten CNGB1-defizignMausen (rote Linie) genauso grofld wie bei ungherien

(D).
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4 Untersuchung der Sehfahigkeit anhand eines Sehtes

Die ERG-Messungen haben gezeigt, dass die urspetinfghktionslosen Stabchen nach der
Genersatztherapie auf Lichtreize antworten. Diedetbergestellte elektrische Aktivitat der
Netzhaut wirft die Frage auf, ob das Gehirn diesgn&e verarbeiten kann. CNGB1-

defizienten Mausen fehlen von Geburt an funktidmgf@ Stabchen, das heil3t der visuelle
Cortex hat bislang keine visuellen Informationenctiudie Stabchen bekommen. In einem
Verhaltensversuch wurde deshalb die Sehfahigkeitvideise abgefragt. Die Mause wurden
an funf aufeinander folgenden Tagen trainiert, adheon Markierungen eine Plattform aus
durchsichtigem Plexiglas in einem Water Maze (rsnaeit Wasser gefulltes Becken) zu fin-
den. Die Plattform blieb Uber die Versuchsdauekamstanter Stelle, die Startposition der
Maus variierte nach jedem Durchgang. Jeden Tagefaaght Durchgange statt. An den ers-
ten drei Tagen wurden die Mause unter Lichtbediggun(0,32 cd/A), bei denen nur die

Stéabchen aktiv sind, getestet.

Die Wildtyp-Mause brauchten am ersten Tag im Dwbhgt 48+11 Sekunden, um die Platt-
form zu finden. Am zweiten Tag bendtigten sie 2&ekunden, und am dritten Tag I6sten sie
die Aufgabe in 7t1 Sekunden. Somit verbessertem die Wildtyp-Mause signifikant (p =
0,0009, einfaktorielle Varianzanalyse (analysivafiance,ANOVA)) (Abb. 24A); sie haben
die externen Hinweisreize, die unter anderem anWeénden des Beckens befestigt waren,
gesehen und gelernt, diese als Orientierungshilfeutzen, um die Plattform zu finden. Den
untherapierten CNGB1-defizienten Mausen war esgagaicht moglich, sich signifikant zu
verbessern: Im Durchschnitt brauchten sie von dart@sition bis zur Plattform am ersten
Tag 9048 Sekunden, am zweiten Tag 73+11 und anedrftag 68+11 Sekunden (p = 0,2660,
einfaktorielle ANOVA) (Abb. 24A). Die untherapierteCNGB1-defizienten Mause konnten
unter den herrschenden Lichtbedingungen die Markggen nicht sehen und brauchten signi-
fikant langer als die Wildtyp-Méause (p <0,001, ziakiorielle ANOVA). Die therapierten
CNGBJ1-defizienten Mause dagegen verbesserten sidtaufe der drei Tage: Sie bendétigten
am ersten Tag durchschnittlich 60+11 Sekunden, aeitgn 39+4 und am dritten Tag 235
Sekunden bis zum Erreichen der Plattform (p = O0/Q&ihfaktorielle ANOVA) (Abb. 24A).
Sie waren signifikant schneller als die untheraprelCNGB1-defizienten Mause (p = 0,0123,
zweifaktorielle ANOVA). Auch wenn die Latenzzeitater Wildtyp-Mause nicht erreicht
wurden, unterscheiden sich die therapierten CNG#8filzignten Mause in ihrer Gesamtper-
formance nicht von den Wildtyp-Mausen (p = 0,0884eifaktorielle ANOVA). Das beweist,
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dass die therapierten CNGB1-defizienten Mause inge@Ggsatz zu den untherapierten bei

Dammerlicht sehen kénnen.

Die reprasentativen Schwimmpfade verdeutlichens dis Wildtyp-Mause (Abb. 24C) und

die therapierten CNGB1-defizienten Mause (Abb. 24[@)gerichtet auf die Plattform zuge-
schwommen sind, wohingegen die CNGB1-defizientemddgAbb. 24E) diese — wenn uber-
haupt — nur durch Zufall gefunden haben.

Am vierten und funften Tag wurde der Versuch untehtbedingungen durchgefuhrt, bei
denen die Zapfen aktiv sind, um auszuschliel3ers daés CNGB1-defizienten Mause auf
Grund motorischer Defizite oder Schwierigkeitennbeumlichen Lernen schlechter als die
Wildtyp- und die therapierten CNGB1-defizienten Méauabschneiden. Die untherapierten
CNGBJ1-defizienten Mause sollten unter diesen Liedtbgungen die Aufgabe ebenfalls ler-
nen, da die Zapfen erst mit etwa sechs Monatenngegeen (Huttl et al., 2005). Tatsachlich
konnten die untherapierten CNGB1-defizienten Mailise Latenzzeit von 44+9 Sekunden
am vierten Tag auf 13+2 Sekunden am flnften Tafpessmern (Abb. 24B). Sie fanden die
Plattform am finften Tag genauso schnell wie diddWp- und die therapierten CNGB1-
defizienten Mause. Die Wildtyp- und die therapier@NGB1-defizienten Mause erreichten
an beiden Tagen innerhalb weniger Sekunden digd?tat da sie die Aufgabe bereits an den
drei vorangegangenen Tagen gelernt hatten (Abb).2Bi&s zeigt auch, dass es durch die
subretinale Injektion der therapeutischen Virerkeimer Beeintrachtigung des Zapfensystems

gekommen ist.

Die therapierten und untherapierten CNGB1-defiarr¥lause unterscheiden sich nicht nur
hinsichtlich ihrer Latenzzeit, sondern auch daoip,sie die Plattform wahrend eines Durch-
gangs uberhaupt finden. Die Wildtyp-Mause konntenzaveiten Tag in nur 2,5% der Durch-
gange die Plattform nicht finden. Am dritten, vagrtund finften Tag erreichten alle Wildtyp-
Mause die Plattform innerhalb von 120 Sekunden (AhB). Die untherapierten CNGB1-
defizienten Mause gelangten dagegen sehr haufig nio Plattform. Am ersten Tag wurde
die Plattform in Gber der Hélfte der DurchgéngeXd3icht gefunden, am zweiten und drit-
ten Tag traf dies in 38% bzw. 35% der Durchgangekzst als der Versuch im Hellen statt-
fand, konnten sich die untherapierten CNGB1-defitae Mause steigern und erreichten am
funften Tag die Plattform immer (Abb. 24B). Die thpierten CNGB1-defizienten Mause
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fanden dagegen die Plattform bereits am zweitenii&@p% der Durchgange und an allen
weiteren Tagen zu 100% (Abb. 24B).

Dieser Verhaltensversuch bestatigt, dass die ddielStabchen vermittelte Sehfahigkeit der

CNGB1-defizienten Mause nach der Genersatztheveipigerhergestellt werden konnte.
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Abb. 24: Sehtest bei therapierten CNGB1-defizienteMausen. Wildtyp-Mause und therapierte sowie unthe-
rapierte CNGB1-defiziente Mause wurden trainienthand rédumlicher Markierungen eine Plattform ineein
Water Maze zu lokalisieren. An den ersten drei Tiagarde der Versuch unter Lichtbedingungen durdigyef
bei denen nur die Stébchen aktiv sind. Die WildW@use und die therapierten CNGB1-defizienten Méese
ben sich — im Gegensatz zu den untherapierten CNi&ffizienten Mausen — in den drei Tagen signifikeat
bessert. Am vierten und flinften Tag wurde der Vehaunter hellen Lichtbedingungen durchgefuhrt. iri¢he-
rapierten CNGB1-defizienten Mause lernten untesatieBedingungen die Aufgabe ebenfalls, da die Zapfe
noch funktionsfahig waren (A). Die therapierten (BiGdefizienten Mause haben — &hnlich den Wildtyp-
Mausen — bereits am zweiten Tag die Plattform ifaster gefunden, wohingegen die untherapierten CNGB1
defizienten Mause in beinahe einem Drittel der Dgénge erfolglos blieben (B). Die reprasentativen
Schwimmwege zeigen, dass die Wildtyp-Maus (C) uiedtlterapierte CNGB1-defiziente Maus (D) zielgeric

tet zur Plattform geschwommen sind, wohingegenuditaerapierte Maus (E) diese nur durch Zufall gd&am
hat.
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5 Einfluss der Gentherapie auf die retinale Degenation

Die Verhaltensversuche erwiesen, dass die Sehféihig&r therapierten CNGB1-defizienten
Mause im Dunkeln wiederhergestellt werden konnte.b@i Retinitis pigmentosa im Laufe
der Zeit die Fotorezeptoren absterben, was zur kaitep Erblindung fuhren kann (Hartong
et al., 2006), ist eine wichtige Frage, ob unsdrerapiestrategie in der Lage ist, diese Dege-
neration zu verlangsamen. Im Anfangsstadium deraBkung verkirzen sich bei Retinitis
pigmentosa die Aulensegmente der Stabchen (Fards 2000; Milam et al., 1998). Diese
frihe Veranderung wurde auch bei CNGB1-defizielusen beobachtet: Der Verlust der
Membranscheiben (Discs), die anfangs noch gleicigndRd zu hunderten in den Aul3en-
segmenten gestapelt sind (Gilliam et al., 2012yjrivét bereits kurz nach Offnen der Augen
im Alter von 15 Tagen (Huttl et al., 2005).

Mit Hilfe der optischen Koharenztomografie (opticaherence tomography, OCT) kann man
derartige pathologische Veranderungen abbilden.dBesem bildgebenden Untersuchungs-
verfahren wird die Netzhaim vivo mit einem schwachen Laserlicht abgetastet; diéekief
nen der Lichtsignale an den verschiedenen Netzinakiisren werden gemessen und zweidi-
mensionale Bilder rekonstruiert (Fujimoto, 2003)ie Dverschiedenen retinalen Schichten
werden durch das OCT je nach Gewebedichte in witiexdlichen Grautonen dargestellt. Die
auRRere und innere Koérnerschicht zum Beispiel weagsgrisrund ihrer hohen optischen Dichte
ein helleres Grau auf als die auRRere plexiformeicBthmit ihrer weniger hohen Dichte
(Fischer et al., 2009).

Die morphologische Untersuchung mittels OCT fildig#\rbeitsgruppe von Prof. Dr. Mathias
Seeliger (AG Neurodegeneration des Auges, Forsamstgut fir Augenheilkunde, Universitat
Tibingen) durch. DidNetzhautdicke und Netzhautstruktur von therapieuteth untherapierten
CNGB1-defizienten Mausen wurde im Alter von 10 Wechvermessen. Die feine
Schichtstruktur der Retina ist bei untherapiertddGB1-defizienten Méausen teilweise er-
kennbar: Die Ganglienzellschicht, die innere plestie Schicht, die innere Kdrnerschicht
und die aulRere plexiforme Schicht sind gut erhalearch die Netzhautdicke der &uf3eren
Kdrnerschicht unterscheidet sich zu diesem Zeitpuméht von den therapierten CNGB1-
defizienten M&ausen. Allerdings sind die Aul3en- imtensegmente fast verschwunden (Abb.
25). Bei therapierten CNGB1-defizienten Mausen eleen Alters erscheinen diese Schich-

ten dagegen unversehrt. Die Schicht zwischen démalen Pigmentepithel und der auf3eren
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Grenzmembran, in der die AuRen- und Innensegmagerl, ist um ein Vielfaches dicker im
Vergleich mit der untherapierten Retina einer CN&tizienten Maus (Abb. 25).

therapiert untherapiert
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Abb. 25: Optische Koharenztomografie (OCT) der Nethaut von therapierten und untherapierten
CNGB1-defizienten Mausen.Die OCT-Scans zeigen, dass bei therapierten CNGHitienten Mausen die
AuB3en- und Innensegmente erhalten bleiben; beieuapiierten CNGB1-defizienten Mausen gleichen Alters
sind diese fast vollstandig verschwunden. Die gewstiten Linien verdeutlichen den Unterschied detzZNaut-
dicke in diesem Bereich zwischen therapierten umttharapierten CNGB1-defizienten Mausen. Der Pfeil-m
kiert die Bande zwischen dem AufRen- und dem Inrgmsat (1/0S). Die schematische Darstellung des Auge
rechts oben im Bild zeigt die Injektionsstelle (geil Stern) und die Position des Scans (rote Lilleyorsal; N,
nasal; V, ventral; T, temporal; RPE/CC, retinale@mi®ntepithel/ Choriocapillaris; OLM, auRere Greermbran;
ONL, auf3ere Kornerschicht; OPL, auRere plexiformieict; INL, innere Kérnerschicht; GC/IPL, Gangliti-,
innere plexiforme Schicht.
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Immunhistochemische Untersuchungen der Morpholdgie Aul3ensegmente bestatigen die
OCT-Ergebnisse. Zur Markierung der Aul3ensegmentedevaler Peripherin-2-Antikorper
verwendet (Connell et al., 1991). Peripherin-2eist Protein, das in der Discmembran der
AulRensegmente von Zapfen und Stabchen lokalisieltam der Morphogenese sowie Stabili-
sierung der Membranscheiben beteiligt ist (Arikatal., 1992; Connell et al., 1991).

Bei 40 Tage alten untherapierten CNGB1-defizieMusen sind die Aul3ensegmente stark
verklrzt. Peripherin-2 ist nur in Resten von Aufggmsenten nachweisbar. Diese Verkirzung
der AuRensegmente war in der Retina von therapi€tGB1-defizienten Mausen desselben
Alters nicht zu beobachten. Die Aul3ensegmente dedlich langer im Vergleich mit der
untherapierten Retina (Abb. 26).
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Abb. 26: Immunhistochemische Untersuchung der AuResegmente Die immunhistochemische Farbung auf
Peripherin-2, einem Protein das in den Au3ense@ndakalisiert ist, zeigt deutlich, dass die Auf&gmeente in
der therapierten Retina betrachtlich langer sisddé der untherapierten. Der Mal3stabsbalken nradk@gum.
OS, AuBensegment; IS, Innensegment; ONL, aulRereekgichicht; OPL, dul3ere plexiforme Schicht; INIngn
re Kornerschicht.
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Die virale Expression von CNGB1 kann folglich daste Anzeichen der Degeneration — die
Verkurzung der AulRensegmente — verhindern. Fur @gnerhaft erfolgreiche Therapie ist es
von erheblicher Bedeutung, dass die Millerzell-&dicowie spatere degenerative Prozesse,

vor allem das Absterben der Stadbchen und Zapfestoget oder verlangsamt werden.

Zur Untersuchung der Langzeiteffekte der Gentherapirden sechs und zwdlf Monate alte
therapierte CNGB1-defiziente M&use untersucht. mases sich, dass CNGB1 auch ein Jahr
nach der subretinalen Injektion stabil in den Augggmenten exprimiert wird. Der therapierte
Bereich, der durch eine CNGB1-Expression gekenhmpeicwar, entspricht etwa einem Drit-
tel der gesamten Retina. Ein wichtiger Hinweis @eri lang anhaltenden Erfolg der Therapie
war, dass der Teil der Retina mit CNGB1-Expresslentlich mehr Fotorezeptorzellreihen

enthielt als der untherapierte Bereich (Abb. 27).

Sehnerv

CNGBI

Abb. 27: Langzeit-Expression von CNGB1Das Ubersichtsbild der Retina einer 12 Monate alenapierten
CNGB1-defizienten Maus zeigt, dass CNGB1 (grungtiva einem Drittel der Retina in den AuRensegmenten
exprimiert war. Die au3ere Kérnerschicht (ONL) inetapierten Bereich enthielt deutlich mehr Zellegitals

der untherapierte Bereich. Der MaRRstabsbalken midrkDOum. OS, AulRensegment; INL, innere Kérnerschicht;
GCL, Ganglienzellschicht.
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Die Schichtdicke der auf3eren Kdrnerschicht istvaichtiges Kriterium zur Beurteilung des
Therapieerfolges, da diese den Degenerationsvenagispiegelt. Das kann man am besten
in hochaufldsenden konfokalmikroskopischen Bildeeurteilen. Wildtyp-Mause haben etwa
elf bis zwolf Fotorezeptorzellreihen (Abb. 28C);j kev6lf Monate alten CNGB1-defizienten
Mausen sind nur noch ein bis zwei Zellreihen UlgHgttl et al., 2005). Diese Abnahme der
Schichtdicke der au3eren Kornerschicht kann maantherapierten Bereich der Retina sehen,
die nur noch ein bis zwei Zellreihen aufweist. Direre Kornerschicht und die Ganglienzell-
schicht wirken kaum verandert (Abb. 28A). Im theeajen Bereich dagegen verlangsamte
sich die Degeneration der Fotorezeptoren: Die &uRérnerschicht besteht aus sieben bis
acht Zellreihen (Abb. 28B). Das zeigt, dass etw# Sl&r Fotorezeptoren, die ohne Therapie

untergegangen waren, gerettet werden konnten.
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Abb. 28: Verlangsamung des Absterbens der Fotoreztgren. Die aul3ere Kérnerschicht (ONL) einer Wild-
typ-Retina besteht aus elf bis zwélIf Zellreihen. (Bi untherapierten CNGB1-defizienten Mausen ineAvon
zwolf Monaten sind nur noch ein bis zwei Zellreihiorig (A). Dieser starke Verlust konnte im thesaf@n
Bereich der Retina CNGB1-defizienter Mause verhihderden: Nach der Therapie sind noch sieben diis a
Zellreihen ubrig (B). Der MaRRstabsbalken marki€ri@n. INL, innere Kérnerschicht.

63



Ergebnisse

Parallel zur Degeneration der Fotorezeptoren kopsitiei Retinitis pigmentosa zu einer Gli-
ose der Miullergliazellen (Bringmann et al., 200B)e Mdullergliazellen werden als Antwort

auf das Absterben der Fotorezeptoren aktivierts®&id’rozess ist durch eine verstarkte Ex-
pression des sauren Gliafaserproteins (Glial faogl acidic protein, GFAP) gekennzeichnet,
das man als Marker fur die reaktive Gliose verwenkinn (Bringmann and Reichenbach,
2001; Pekny and Nilsson, 2005). Um den lang anhddte Therapieerfolg auf Ebene der
Mullergliazellen zu evaluieren, wurde die Retinaegil2 Monate alten therapierten CNGB1-

defizienten Maus auf GFAP gefarbt.

Die GFAP-positiven Mullergliazellen sind im unthprarten Bereich deutlich aktiviert (Abb.

29A). Die GFAP-positiven Fasern erstrecken sichirbidie innere Kdrnerschicht (Abb. 29B).

In der Wildtyp-Retina ist GFAP nur im Bereich dendiiil3e der Mullergliazellen exprimiert,

die ausschlie3lich in der Schicht der Nervenfasgrth Ganglienzellen lokalisiert sind (Abb.

29D). Die proliferierenden Mdllergliazellen findesich im therapierten Bereich der Retina
nicht; die GFAP-Expression ist auf einem dem Witd&hnlichen Niveau (Abb. 29C).
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Abb. 29: Verhinderung der Gliose durch Gentherapie Das Ubersichtsbild zeigt die unterschiedliche GFAP
Expression im untherapierten und therapierten BRréh). Im untherapierten Bereich findet man eitarls
erhdhte Anzahl von GFAP-positiven Gliafasern (gridig bis in die innere Kdrnerschicht (INL) reichés).
Die GFAP-Expression im therapierten Bereich istedgmn nur in den EndfiiRen der Mullergliazellen Zeseg(C)
und unterscheidet sich nicht vom Wildtyp (D). DeaR&tabsbalken markiert 1@ in A bzw. 20pum in B.
ONL, auf3ere Kornerschicht; GCL, Ganglienzellschicht
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Weiter wurden die cGMP-Level mit einem cGMP-spetzifien Antikdrper (Tanaka et al.,

1997) Uberprift. cGMP ist ein wichtiger Botenstoéi der visuellen Signaltransduktion: Ab-
hangig von der intrazellularen cGMP-Konzentratisind die CNG-Kanale gedffnet oder ge-
schlossen. Im Dunkeln enthalten die Fotorezeptenea hohe cGMP-Konzentration, was zu
einer Offnung der CNG-Kanale fuihrt; wird cGMP inl§®@ eines Lichtreizes durch die retina-
le Phosphodiesterase abgebaut, schlie3en sichNdieKanéle. Der cGMP-Spiegel der Zelle
regeneriert sich durch die Guanylylzyklase, diectueine geringe Calcium-Konzentration
aktiviert wird (Luo et al., 2008). Dieses cGMP-Glagjewicht aus dem Abbau durch die
Phosphodiesterase und der Synthese durch die Glayase ist in verschiedenen Mausli-
nien fur retinale Degeneration gestort: Im Laufe deit kommt es zu einer Akkumulation

von cGMP (Farber and Lolley, 1974; Michalakis et a0D10; Paquet-Durand et al., 2011,
Paquet-Durand et al., 2009; Trifunovic et al., 20uch bei CNGB1-defizienten Mausen

sollte cGMP akkumulieren: Auf Grund der fehlenddd@Kanéle in den Stabchen sollte der
Calcium-Spiegel in der Zelle erniedrigt sein, diea@ylylzyklase aktiviert und cGMP synthe-

tisiert werden.

Im untherapierten Bereich der Retina einer sechsdi#oalten CNGB1-defizienten Maus war
eine starke cGMP-Akkumulation zu sehen (Abb. 30) therapierten Bereich war dagegen
— genau wie in der Wildtyp-Retina — fast kein cGBlignal detektierbar (Abb. 30B/C). Das
Gleichgewicht der cGMP-Konzentration in der viserllSignalkaskade konnte demnach

durch die Gentherapie wiederhergestellt werden.

untherapiert therapiert

Abb. 30: Ausbleiben der cGMP-Akkumulation im therapierten Bereich einer CNGB1-defizienten Retina.
Die erhthte cGMP-Konzentration (griin) im untherapie Bereich ist bei sechs Monate alten CNGB1-
defizienten Mausen deutlich erkennbar (A). Im tphargen Bereich ist dagegen kein Signal zu sehgn-(&ie
cGMP-Konzentration ist dem Wildtyp ahnlich (C). Ddalstabsbalken markiert @2®. ONL, duRere Korner-
schicht; INL, innere Kérnerschicht; GCL, Ganglietizehicht.
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Im Endstadium der Erkrankung degenerieren die Zapékundar zu den Stabchen, so dass
Retinitis pigmentosa-Patienten haufig vollig erden (Hartong et al., 2006; Sahel et al.,
2010). Bislang ist noch nicht letztlich geklart, nwan auch die Zapfen sterben, obwohl das
mutierte Gen nicht in den Zapfen exprimiert wirceriutlich spielen dabei mehrere Einflis-
se eine Rolle: das Fehlen von trophischen Faktaveiche die Stabchen abgeben, die Frei-
setzung von Toxinen, ausgelost durch den ZelltoadStibchen, oxidativer Stress, der Verlust
der Gap Junctions zwischen den Zapfen und Stabclhembnahme der Zelldichte und die
damit verbundene Abnahme der Nahrstoffe (Cronialet2007; Punzo et al., 2009; Ripps,
2002).

Bei ein Jahr alten CNGB1-defizienten Mausen istDiegeneration der Zapfen weit fortge-
schritten. Die Morphologie der Zapfen, die man duden Zapfen-arrestin-Antikorper sicht-
bar machen kann (Zhang et al., 2012), ist starndert. Die klare Struktur aus Auf3en- und
Innensegement, Zellkdrper und Synapse ist nichtrmaherkennen (Abb. 31A). Die thera-
pierten CNGB1-defizienten Mause dagegen haben mablreiche Zapfen, deren Form gut
erhalten ist (Abb. 31B) und den Zapfen von Wildiyausen ahneln (Abb. 31C).

Zapfen arrestin Zapfen arrestin § C Zapfen arrestin
I [

untherapiert therapiert

Abb. 31: Verbesserte Morphologie der ZapfenBei ein Jahr alten CNGB1-defizienten Mausen sired Zip-
fen stark degeneriert (A). Die Gentherapie verbésatie Struktur der Zapfen deutlich — die Zapfenthera-
pierten Bereich (B) ahneln den Wildtyp-Zapfen s€B). Der Mal3stabsbalken markierti@0. ONL, &ulRere
Kdrnerschicht; INL, innere Kdrnerschicht.
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V Diskussion

1 Effizienz der Genersatztherapie bei CNGB1-defiziden Mausen

Im Rahmen meiner Arbeit habe ich eine Genersatapherfir das praklinische CNGB1-
defiziente Mausmodell der Retinitis pigmentosa éckelt. Das Ziel war, die Morphologie
und Funktion bei CNGB1-defizienten Mausen zu edmlizw. wiederherzustellen. Um die-
ses Ziel umzusetzen, wurde durch subretinale hgekherapeutischer rAAV-Vektoren das
CNGB1la-Gen in die Netzhaut eingeschleust und derafheerfolg auf zellularer, histologi-

scher und funktioneller Ebene nachgewiesen:

1) Immunhistochemische und proteinbiochemische Methduidegten, dass das einge-
schleuste CNGB1la-Gen tatséchlich spezifisch in féaaptoren exprimiert und zum
subzellularen Zielort — in die AuRensegmente dab&ten — transportiert wurde.

2) Mit Hilfe von elektroretinographischen Messungerd Werhaltensexperimenten ge-
lang der Nachweis, dass durch die Expression vo@ENdie Funktionsdefizite der
Stabchen reversibel waren.

3) Immunhistochemische Untersuchungen Uber einen Bbtlragszeitraum von einem

Jahr bewiesen den langanhaltenden Therapieeffekt.

Diese Ergebnisse verdeutlichen die hohe Effiziamt die besondere Nachhaltigkeit des The-
rapieansatzes. Fur den Erfolg der Therapie waresthidene methodisch-strategische Uber-
legungen ausschlaggebend. Eine entscheidende ftotiéee Zellspezifitat und die Starke der
Expression spielt die Wahl der Transkriptions- aied Posttranskriptionselemente. Der Pro-
motor stellt ein wesentliches Transkriptionselemdsnt, das die Spezifitdt und Effizienz der
Transkription bestimmt. Fur den in dieser Arbeitwendeten Vektor wurde der fotorezeptor-
spezifische Rhodopsin-Promotor verwendet (Flaneeml., 1997). Zur signifikanten Steige-
rung der Transgenexpression wurde als Posttranskrgelement die SV40 Polyadenylie-
rungssequenz in die Expressionskassette eingeDadtirch kommt es zu einer 45 — 100%

igen Steigerung der Genexpression (Schambach e08ar7).

Bei der Optimierung der Expressionsstarke ist dillgys zu beachten, dass prinzipiell zwei
Faktoren miteinander konkurrieren. Eine stabile effizciente Expression des Transgens ist

einerseits eine notwendige Voraussetzung fur eifoégeeiche Therapie; andererseits kénnte
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die Uberexpression eines Kalziumkanals auch zurtadeliihren. Daher ist bei gentherapeu-
tischen Ansatzen die korrekte Gendosis absolutketdend. Eine Besonderheit des hier aus-
gewahlten Modells fir Retinitis pigmentosa liegtidadass eine ungewollte Uberexpression
des CNGB1-Gens durch die Verfugbarkeit der CNGAl1einheit limitiert ist. Eine Ex-
pression, welche die natirlichen Levels tUberst&gidamit so gut wie unmdglich. Diese Be-
sonderheit folgt aus der Architektur des nativenGeKanalkomplexes. In den Stabchen setzt
sich dieser Komplex aus einer CNGB1a- und drei CNi&/tereinheiten zusammen; nur in
Anwesenheit beider Untereinheiten wird der Kompiexdie Au3ensegmente transportiert
(Hittl et al., 2005). Das bedeutet, dass auch m#wrexpression von CNGB1 nur die im
Wildtyp dbliche Menge an CNG-Kanalkomplexen in diel3ensegmente der Fotorezeptoren

eingebaut wird.

Ein weiterer wichtiger Aspekt fur eine erfolgreicGentherapie ist der Zeitpunkt der subre-
tinalen Injektion. Da man die Funktion nur in Betean der Retina wiederherstellen kann, in
denen noch Fotorezeptoren vorhanden sind, mus3tieapie vor Beginn der Fotorezep-
tordegeneration erfolgen. Bei CNGB1-defizienten B&iu ist bereits ab Tag 16 ein erstes
Absterben von Fotorezeptoren zu beobachten; arRFagar das Maximum an absterbenden
Zellen in der aulReren Koérnerschicht erreicht (Pa@ueand et al., 2011). Im Rahmen dieser
Arbeit wurden daher 14 Tage alte CNGB1-defizient@ubk injiziert. Bei humanen Formen

der Retinitis pigmentosa setzt die DegenerationR#ina wesentlich spater ein, in der Regel
im jungen Erwachsenenalter. Beim Menschen hatte dadwer deutlich mehr Zeit, mit der

Gentherapie zu beginnen.

Ein generelles technisches Problem rAAV-basierteisédze ist die sehr geringe Verpa-
ckungskapazitat der rAAV-Vektoren. Die maximal ackbare Obergrenze fir cDNA liegt
bei etwa 5,2 kb. Grol3ere Konstrukte werden unvalidiig und ineffizient verpackt (Dong et
al., 2010; Lai et al., 2010; Wu et al., 2010). Beschwerwiegende Problem ist bisher nicht
oder nur unzureichend gel6st. Zwar gibt es Studiendenen Expressionskassetten, die auf
Grund der GroRRe des Transgens die Verpackungshkapéberschreiten, in zwei oder drei
rAAV-Vektoren, die sich partiell Gberlappen, aufgét wurden. Diesem Ansatz liegt die
Hyopothese zugrunde, dass die Konstrukte getresmplackt werden und sich die Fragmente
in der Zielzelle in den Uberlappenden Sequenzhbeeaidurch homologe Rekombination kor-
rekt komplementieren kénnten. Allerdings ist digpEession dieser Transgene bislangivo
noch sehr gering (Dong et al., 2010; Wu and Lu,7200
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2 Ansatze zur Therapie von retinalen Dystrophien

Die Genersatztherapie mittels rAAV-Vektoren isteesehr viel versprechende Methode, um
autosomal-rezessive okulare Erkrankungen zu behaniteden letzten Jahren wurden auf
der Grundlage von rAAV-Vektoren zahlreiche retin@entransfers in Tiermodellen fur Re-
tinitis pigmentosa durchgefihrt (den Hollanderlet2010; Smith et al., 2012) (Tabelle 6).

Tabelle 6: Auf rAAV-Vektoren basierende Gentherapistudien fir autosomal-rezessive fotororezeptor-
spezifische Gene, die Retinitis pigmnetosa auslésen

Gen Gen Referenz Tiermodell Gentherapie Referenz
GUCY2d (Dizhoor et al., Maus (Boye et al., 2010; Boye et ali,
1994) 2011)
MFRP (Katoh, 2001) Maus (Dinculescu et al., 2012)
PDEG6B (Baehr et al., 1979 Maus, Hund (Allocca et al., 2011; Bennett et
Fung et al., 1990) al., 1996; Jomary et al., 1997

Pang et al., 2008a; Pang et al.
2011; Petit et al., 2012)

PDEGA (Baehr et al., 1979 Maus (Wert et al., 2012)
Fung et al., 1990)
RHO (Humphries et al., Maus (Palfi et al., 2010)
1997)

Voraussetzung fur die Gentherapie einer rezessietggehen retinalen Erkrankung ist, dass
das mutierte krankheitsauslosende Gen bekanmtiasiirlich sollte die Therapie so frih wie

maoglich erfolgen, das heil3t bevor die Fotorezeptaerstort sind.

Fur die Therapie von autosomal-dominanten retin&ldmankungen gelten die gleichen Vo-
raussetzungen,; allerdings ist das Vorgehen konepleri. Zun&dchst muss die Aktivitat des
mutierten Gens, das in einer fehlerhaften Funkbider zelltoxischen Eigenschaften resultiert,
mittels therapeutischer RNA-Interferenzen oder Rylooen herunterreguliert werden. Zusatz-
lich erfolgt dann ein Genersatz, um das korrekiaddn zu produzieren (Rossmiller et al.,
2012)
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Bei degenerativen Netzhauterkrankungen, deren kiatsverursachendes Gen unbekannt ist,
wird die Expression von neuroprotektiven Faktoratetsucht. Die Idee, die urspriinglich aus
der Neurologie stammt und flr Patienten mit MorBaskinson oder Multipler Sklerose kon-
zZipiert wurde, beruht auf dem Versuch, Nervenzeilerch pharmakologische Substanzen vor
dem Absterben zu bewahren. Fir einige Proteine, Baispiel den basic fibroblast-derived
growth factor (bFGF), den brain-derived neurotrogdiactor (BDNF) oder den ciliary neutro-
phic factor (CNTF), konnte bereits ein positiveuraprotektiver Einfluss im Krankheitsver-
lauf der Retinitis pigmentosa im vitro- beziehungsweism vivo-Tiermodell erwiesen wer-
den (Chaum, 2003; LaVail et al., 1998; Wen et2012). Das Ziel der Neuroprotektion be-
steht darin, durch eine subretinale oder intra&lgdnjektion dieser Proteine sowohl die Au-
Bensegmente der Fotorezeptoren als auch die Sdiclahtder aul3eren Kérnerschicht tber
einen langeren Zeitraum zu erhalten. Trotz positisféekte auf die Morphologie verbesserte
sich allerdings in vielen Studien die Funktion datorezeptoren nicht (Lau et al., 2000;
Liang et al., 2001; Schlichtenbrede et al., 20@8giner klinischen Studie mit zehn Retinitis
pigmentosa-Patienten, denen CNTF-freisetzende Kapselen Glaskérper implantiert wur-
den, konnte bei den meisten die Sehfahigkeit ssaail oder verbessert werden (Sieving et al.,
2006). Weitere Studien sind allerdings nétig, unreuanderem den Mechanismus der Neu-
roprotektion sowie die optimale Dosierung der Wiokie zu klaren.

Im Falle eines bereits erfolgten massiven Fotorezaptergangs oder einer klinisch manifes-
ten Erblindung des Patienten, ist eine Behandluittglseines rAAV-vermittelten Gentrans-

fers oder neuroprotektiver Substanzen nicht melglictd Fir diese Patienten gibt es aller-
dings alternative Therapieansétze, die zuklnftidi@sem fortgeschrittenen Stadium der De-
generation helfen kénnten, zum Beispiel die Im@#ah elektronischer Sehchips, die Trans-
plantation von Zellen oder das Einbringen von genktkodierten lichtsensitiven lonenkana-

len.

Bei der Implantation elektronischer Sehchips wurbestang drei verschiedene Ansétze ent-
wickelt, die auf die Ursache der Erblindung abgestt sind: die elektrische Stimulation der
Sehrinde, des Sehnervs oder der Netzhaut (Zre@66p). Das derzeit am weitesten entwi-
ckelte visuelle Implantat ist das subretinale Natgzimplantat (Abb. 32). Bei diesem Ansatz
wird ein elektronischer Sehchip operativ so auf Metzhaut positioniert, dass dieser in der
Ebene der degenerierten Fotorezeptoren liegt undieanachgeschalteten Neuronen ankop-

peln kann. Der elektronische Sehchip ist ein Silfdéttchen mit einem Array von Tausenden
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lichtempfindlicher Mikrofotodioden. Jede Mikrofotiodle ist mit einer Elektrode versehen,
welche die Bipolar- und Ganglienzellen stimuliethpw and Peachey, 1998; Zrenner et al.,
1997). Im Unterschied zu den nattrlichen Fotorexrept reicht jedoch die Energie des einfal-
lenden Lichtes nicht aus, um die nachgeschalteipold@zellen ausreichend elektrisch zu
stimulieren. Deshalb bendétigen die subretinalenldmiate eine externe Stromversorgung
durch ein Kabel, das in einer Empfangsspule hidégan Ohr mindet (Gekeler and Zrenner,
2005). Nach erfolgreichen Tierversuchen wurdenrtigealmplantate bei 20 blinden Patien-
ten implantiert. Nach der Implantation konnten g@énder zuvor vollstandig blinden Patienten
erstmals wieder Seheindricke wahrnehmen — sie é&neschemenhafte Umrisse sehen und
unterschieden Hell-Dunkel-Kontraste (Zrenner et 2011). Eine weitere klinische Studie
erwies, dass die Silikonplattchen tUber Jahre sehveytragen wurden: Es kam weder zu Ent-
zuandungen noch zu AbstoR3reaktionen, Blutungen é&drhautablésungen (Chow et al.,
2010). Es ist allerdings fraglich, inwiefern dieekironik Gber Jahre stabil bleibt. Ein weiteres
grof3es Problem besteht darin, die Elektroden daftewhd schadigungsfrei an das neuronale
Gewebe anzukoppeln. Auch ist noch unklar, inwiewan die Nervenzellen Uber einen lan-
geren Zeitraum reizen kann, ohne dass diese gagthétden. Es wird sich zeigen, in wel-

chem Umfang derartige Sehchips langfristig zu eibeauchbaren Sehvermégen fihren.

Abb. 32: Augenhintergrund eines Retinitis pigmentoa-Patienten mit einem subretinalen Implantat.Das
subretinale Implantat wird unter die Netzhaut tpdaustiert. Es ist ein Silikonplattchen, auf demhsikausende
Mikrophotodioden befinden, welche die abgestorberatorezeptoren ersetzen sollen. Modifiziert ngtingl
et al., 2013).

Beim optogenetischen Ansatz werden Gene, die ¢titdensitive lonenkanéale oder —pumpen
kodieren, mittels viraler Vektoren in die Uberleben Netzhautzellen eingebracht, um sie
(wieder) lichtsensitiv zu machen (Busskamp et24112). Grundlage dieser Therapie war das
von Nagel et al. entdeckte lichtsensitive Protelmai@helrhodopsins2 (Nagel et al., 2003).

Channelrhodopsin2 ist ein Kationenkanal aus Grigmglder sich nach Anregung durch blau-
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es Licht 6ffnet und im physiologischen lonenmilieinen depolarisierenden Strom leitet
(Nagel et al., 2003). Durch neuronale Expressiam@bannelorhodopsin2 konnen diese Neu-
rone lichtabhéngig depolarisiert und somit stinmtiligerden. Wenig spater wurde Halorho-
dopsin entdeckt, eine Chloridpumpe, welche die Bierellen nach Bestrahlung mit gelbem
Licht hyperpolarisiert (Han and Boyden, 2007; Zhaal., 2007). Channelrhodopsin2 und
Halorhodopsin bilden somit zwei antagonistisch emtte Partner, die man zur prézisen Sti-
mulation oder Inhibition von Nervenzellen einsetkamn. Es gibt bereits mehrere Versuche
an blinden Mausen, bei denen in den Fotorezeptaaehgeschaltete Zellen Channelrhodop-
sin2 und/ oder Halorhodopsin eingebracht wurdedass die Mause ihre Lichtempfindlich-
keit zurickerlangten (Bi et al., 2006; Busskamplet2010; Greenberg et al., 2011; Lagali et
al., 2008; Zhang et al., 2009). Ob das Gehirn daaflerdings ein sinnvolles Bild zusammen-
setzt, ist noch unklar, da die Verarbeitung dehtdbhangigen Signale durch das retinale
Netzwerk vollstandig fehlt. Zudem ist die Lichtenmaflichkeit der Licht-gesteuerten lonen-
kanale sehr gering; die Patienten brauchten eiegi8prille, die Bilder, die sehr viel heller
als die natlrliche Umgebung sind, projiziert. Auiderungen der Lichtintensitat sind kaum
aufzulésen. Des Weiteren muss die Sicherheit derdssion der optogenetischen Sensoren
vor Beginn einer Behandlung geklart werden (Busgkatal., 2012). Als Voraussetzung fur
eine klinische Studie dieses Therapieansatzes ansd¥ien sind deshalb noch weitere prakli-

nische Untersuchungen erforderlich.

Ein weiterer Therapieansatz fir Retinitis pigmeatager zur Zeit im Mausmodell erforscht
wird, ist die Transplantation von Zellen; dieseleolbei bereits fortgeschrittener Degenerati-
on die untergegangenen Fotorezeptoren ersetzertrddigplantierten Zellen missen sich an
die korrekte Stelle der Netzhaut integrieren ume éihnliche Funktionalitat wie die gesunden
Zellen entwickeln. Die bisherigen Ergebnisse zeigtass die Transplantation in der Regel
keine Schaden und keine Abstol3reaktionen hervoisftvurden bereits verschiedene Zellar-
ten transplantiert, zum Beispiel fetale retinalel&faoferzellen (Barber et al., 2013; MacLaren
et al., 2006; Singh et al., 2013), embryonale Staeiien (Singh and MacLaren, 2011) oder
induzierte pluripotente Stammzellen (iPS ZellenpBherie et al., 2011; Li et al., 2012).
Nach der Transplantation von retinalen Vorlaufderein die Retina blinder Mause wurden
diese in die dulRere Kornerschicht integriert urtsviekelten eine Stabchen-ahnliche Morpho-
logie. Die therapierten Mause nahmen schwaches biekser wahr als die Kontrollgruppe.
Allerdings fehlt ein Nachweis der Funktionalitatr d&tédbchen mittels Elektroretinographie

(Singh et al., 2013). Ob das Verfahren je beim Mkars angewendet werden kann, ist frag-
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lich: Die bengtigte Vorlauferzellen finden sich lmeMenschen nur im zweiten Schwanger-
schaftsdrittel und sind somit praktisch unzugarg(iReh, 2006). Auch die Verwendung von
embryonalen Stammzellen ist vorerst auf Grund eltieis Bedenken eingeschrankt. Die Ver-
wendung von iPS-Zellen, die durch kinstliche Remognierung aus Hautzellen entstehen,
ist dagegen ethisch unbedenklich. Diese kénnenhddie Expression von speziellen Tran-
skriptionsfaktoren in retinales Pigmentepithel odestorezeptoren differenziert werden
(Wang, 2009) (Abb. 33 ). Allerdings ist die Diffe@erung noch nicht ausreichend erforscht,

ebenso wie das eventuell erhdhte Risiko fur diestehtuing von Tumoren.

e @© Reprogramming

@®

Hautzellen iPS Zellen

/

O O 0 O / Differenzierung
RPE \ /

18847

Fotorezeptoren

Abb. 33: Transplantation von iPS-Zellen.iPS-Zellen werden durch Reprogrammierung aus Hietzberge-
stellt und anschlieBend in retinales Pigmnetepi{fREE) oder Fotorezeptoren differenziert. Modifizieach
(Wang, 2009).
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Die verschiedenen Therapieanséatze und deren mégB#Fhandlungszeitpunkt sind in Abb.

34 zusammengefasst.

ree @00/ @g/¢ o[ 0/ ale®gelo0/ea/®see e/ a®gee oo/ elefe
(YN YR Y WU Y Y 4 R o ey Y= R

e S
| v

Stadium 0 1 2 3 4
Genersatztherapie 4 4
Neuroprotektion v 4
Transplantation von Zellen v
Elektronische Implantate 4
Optogenetik v v

Abb. 34: Therapiemoglichkeiten fir unterschiedlicheZeitpunkte der Stadien der Degeneration von Re-
tinitis pigmentosa. Je nachTherapieansatz muss der Zeitpunkt der TherapiebimdAgigkeit von der Degenera-
tion der Fotorezeptoren gewahlt werden. Ein Hakéh {edeutet Erfolg versprechend. Die Behandlung von
Retinitis pigmentosa mittels Genersatztherapie ddeuroprotektion misste zu einem sehr friilhen Zekpu
(Stadium 1 oder 2) stattfinden, das heif3t vor Atbste der Fotorezeptoren. Die Netzhauttransplamtataer die
Implantation eines elektronischen Sehchips waregkg zu einem spaten Zeitpunkt méglich (StadiunAdgh
beim optogenetische Ansatz, der versucht, mit Hitia lichtsensitiven Kanélen die Lichtempfindlichtkevie-
derherzustellen, ware ein spéater Therapiebeginad{®n 3 oder 4) mdglich. RPE, retinales Pigmenteit
ONL, auRere Kornerschicht; OPL, aul3ere plexiforrakiéht; INL, innere Kérnerschicht; IPL, innere pifex-

me Schicht; GCL, Ganglienzellschicht. Modifizieetah (Jacobson and Cideciyan, 2010).
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3 Ausblick

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse stekkinen Meilenstein auf dem Weg zur kli-
nischen Umsetzung einer Genersatztherapie voniieprgmentosa beim Menschen dar. In
einem nachsten Schritt konnte die beschriebende§teaan einem Hundemodell getestet
werden — vor kurzem wurde ein Hundemodell etabligas eine Mutation im CNGB1-Gen

tragt (Petersen-Jones et al., 2013, ARVO Abstra4t60206).

Die Genersatztherapie wirde auch fur andere auts@ressive retinale Erkrankungen eine
Behandlung ermdéglichen. Fir Achromatopsie, ausgelidsch eine Mutation im CNGA3-

Gen, wurden im Mausmodell ebenfalls vielversprededargebnisse erzielt (Michalakis et al.,
2010). Der entscheidende nachste Schritt ist dalgeeiche Umsetzung der Therapie am
Menschen. Gemeinsam mit der Augenklinik Tlbingerfolgt unsere Arbeitsgruppe dieses
wichtige Ziel. Innerhalb der folgenden funf Jahodl gie Translation gentherapeutischer An-

satze fur Achromatopsie und Retinitis pigmentoséisiert werden.

Es gibt bereits mehrere klinische Studien am Mesisaur Therapie der Leberschen kongeni-
talen Amaurose (LCA) mittels rAAV-Vektoren. LCA igine angeborene Funktionsstérung
des retinalen Pigmentepithels, die durch eine Nauidin RPE65-Gen ausgeldst werden kann.
Auch hier wurden vor den klinischen Studien am Mées Untersuchungen an RPEG65-
defizienten Mausen und am Hundemodell durchgef(Aetand et al., 2005; Acland et al.,
2001; Bennicelli et al., 2008; Le Meur et al., 20Mbwat et al., 2012; Pang et al., 2006). Als
weitere Voraussetzung fir eine klinische StudieMemschen musste die Sicherheit der Be-
handlung sowie die fehlende Immunantwort an HundehAffen belegt werden (Jacobson et
al., 2006a; Jacobson et al., 2006b). Drei unablk@niginische Studien erwiesen schlief3lich,
dass die Patienten den Netzhauteingriff gut undedldebenwirkungen vertrugen. Langzeit-
studien bestatigen die Sicherheit der Behandlunide@yan et al., 2013; Jacobson et al.,
2012). Einige der Patienten berichten sogar Ubbjektive Verbesserungen der Lichtemp-
findlichkeit; elektroretinographische Messungerebén bisher jedoch unterhalb der Nach-
weisgrenze (Bainbridge et al., 2008; Cideciyan.e2808; Hauswirth et al., 2008).

Die bisherigen Therapieerfolge, die im Tiermodeidun klinischen Studien am Menschen
erzielt wurden, geben berechtigten Anlass zur Hoff) dass in naher Zukunft betroffene

Patienten therapiert werden kdnnen.
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VI Zusammenfassung

Retinitis pigmentosa ist eine bisher unheilbare edegative Netzhauterkrankung, die zu
schweren Sehstérungen, und nach einem progredidaiéauf haufig zur Erblindung fuhrt.

Die erbliche Erkrankung kann durch Mutationen im@&B\L-Gen ausgeldst werden. Im Rah-
men dieser Arbeit sollte anhand CNGB1-defizientgiusk, einem praklinischen Modell fir
Retinitis pigmentosa, eine virale Genersatztherapiwvickelt werden. Ziel war, das Sehver-
maogen der nachtblinden Mause in vollem Umfang wieelzustellen und die voranschrei-

tende Degeneration der Retina zu verlangsamen.

Rekombinante adeno-assoziierte Viren (rAAVs) wurdés Genfahren verwendet, um eine
korrekte Kopie des CNGB1-Gens in die Stabchen srtdeusen. Nach Injektion dieser ,the-
rapeutischen” rAAV-Vektoren unter die Retina vonezwVochen alten CNGB1-defizienten
Mausen wurde der Erfolg der Genersatztherapie @ufldrer, histologischer und funktionel-
ler Ebene untersucht. Auf Proteinebene liel3 sish@HGB1-Protein bereits 40 Tage nach der
Injektion nachweisen. Der native heterotetramereal@mplex, bestehend aus drei CNGAL1-
und einer CNGB1-Untereinheit, wurde an der richtigelle — in den AulRensegmenten der
Stabchen — exprimiert. Die Funktionalitat des Zykikleotid-aktivierten (cyclic nucleotide-
gated, CNG) lonenkanals wurde zunachst in Elekiragramm-Ableitungen nachgewiesen.
Diese zeigten, dass die Stabchen erstmals aufreizbtantworten. Ein Sehtest bewies an-
schlieBend, dass die Stabchen-vermittelten Sigmal@ehirn korrekt verarbeitet wurden und
die urspringlich von Geburt an nachtblinden Mause riiedrigen Lichtintensitaten sehen
konnten. Langzeitexperimente belegten zudem dihiNatigkeit des Therapieansatzes: Ein
Jahr nach der Behandlung war das Absterben derdzejotoren deutlich verlangsamt. Diese
Ergebnisse zeigen, dass die einmalige Injektion,d@rapeutischen” rAAV-Vektoren aus-
reicht, um den genetischen Defekt zu kompensieneneffektiv die progrediente Degenerati-

on der Retina zu verlangsamen.
Der Therapieerfolg, der im praklinischen CNGB1-definten Mausmodell erzielt wurde, ist

ein erster, sehr viel versprechender Schritt aof f¢eg zu einer klinischen Behandlung von

Menschen mit Retinitis pigmentosa.
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VIl Anhang

1 Abklirzungen

AAV adeno-assoziierte Viren

ANOVA Varianzanalyse (analysis of variance)

bp Basenpaare

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

Cap Kapsid

cDNA komplementare Desoxyribonucleinsaure

cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat

CNBD Zyklonukleotidbindungsstelle (cyclic nucleatibinding domain)

CNG zyklonukleotid-aktiviert (cyclic nucleotide-gst)

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium

dNTPs Desoxyribonucleotide

ERG Elektroretinogramm

FBS fetales Kalberserum (fetal bovine serum)

GCL Ganglienzellschicht (ganglion cell layer)

GFAP Gliafaserprotein (glial fibrillary acidic prin)

HEK menschliche embryonale Nierenzellen (human gombc kidney
cells)

INL innere Kornerschicht (inner nuclear layer)

IPL innere plexiforme Schicht (inner plexiform laye

iPS induzierte pluripotente Stammzellen

IS Innensegment (inner segment)

ITRs inverted terminal repeats

kD Kilodalton

OCT optische Koharenztomografie (optical coherégnagography)

ONL aulRere Kornerschicht (outer nuclear layer)

OPL aulRere plexiforme Schicht (outer plexiform Rye

ORI Replikationsursprung (origin of replication)

oS Aullensegment (outer segment)

PB Phosphatpuffer

PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chairiogqc
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PDE Phophodiesterase

PFA Paraformaldehyd

gPCR guantitative Polymerasekettenraktion (quantggpolymerase chain
reaction)

rAAV rekombinante adeno-assoziierte Viren

Rep Replikation

Rho Rhodopsin

RPE retinales Pigmentepithel

rpm Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecylsulfate)

SV40 Simian Virus 40

TEMED Tetramethylethylendiamin

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

93



Anhang

2 Publikationen

Michalakis S, Schaferhoff K, Spiwoks-Becker |, Zakid\, Koch S, Koch F, Michael Bonin
M, Biel M, Haverkamp S (2012): Characterizationnelurite outgrowth and ectopic syn-
aptogenesis in response to photoreceptor dysfundfidl Mol Life Sci. 2012 Dec 27.

[ Epub ahead of print]

Brandmayr C, Wagner M, Bruckl T, Globisch D, PearBg Kneuttinger A, Reiter \Koch S,
Hienzsch A, Thoma I, Thumbs P, Michalakis S, MuN&rBiel M, Carell T (2012): Iso-
tope based analysis of modified tRNA nucleosidasetates modification density with
translational efficiencyAngew Chem Int Ed Engl. 51(44):11162-5

Koch S, Sothilingam V, Garcia Garrido M, Tanimoto N, Besiic E, Koch F, Seide C, Beck
SC, Seeliger MW, Biel M, Muhlfriedel R, Michalaks (2012): Gene therapy restores vi-
sion and delays degeneration in the CNGB1-/- moosdel of retinitis pigmentoddum
Mol Genet 21(20):4486-96

Michalakis S, Muhlfriedel R, Tanimoto N, Krishnamtity V, Koch S, Fischer MD, Beciro-
vic E, Bai L, Huber G, Beck SC, Fahl E, Buning Hh&idt J, Zong X, Gollisch T, Biel
M, Seeliger MW (2012): Gene therapy restores missione-mediated vision in the
CNGAZ3-/- mouse model of achromatopghayv Exp Med Biol. 723:183-9

Globisch D, Minzel M, Miller M, Michalakis S, Wagn®, Koch S, Brickl T, Biel M,
Carell T (2010): Tissue distribution of 5-hydroxyimgcytosine and search for active
demethylation intermediaté®.oS One 5(12):e15367

Michalakis S, Muhlfriedel R, Tanimoto N, Krishnamtity V, Koch S, Fischer MD, Beciro-
vic E, Bai L, Huber G, Beck SC, Fahl E, Blning HgBet-Durand F, Zong X, Gollisch T,
Biel M, Seeliger MW (2010): Restoration of coneiorsin the CNGA3-/- mouse model
of congenital complete lack of cone photorecepiocfionMol Ther 18(12):2057-63

Michalakis S, Kleppisch T, Polta SA, Wotjak (Roch S, Rammes G, Matt L, Becirovic E,

Biel M (2010): Altered synaptic plasticity and beleaal abnormalities in CNGAS3-
deficient miceGenes Brain Behav. 10(2):137-48

94



Anhang

3 Lebenslauf

Personliche Daten

Name Susanne Koch
Geburtsdatum 03.10.1985
Geburtsort Bamberg
Familienstand ledig
Ausbildung

Nov 2009 —Feb 2013 Doktorandin im Labor von Proartih Biel
Pharmakologie fur Naturwissenschaften
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen
Sept 2008 —Juni 2009 Diplomarbeit am Deutschen&enzentrum in Géttingen
Okt 2004 —Juli 2008  Studium der Biologie an derrdBbed Karls Universitat Tubingen
Sept 1995 —Juni 2004 Kaiser-Heinrich-GymnasiumamBerg
Sept 1991 —Juni 1995 Grundschule Altenburgblic&tegaurach

Konferenzen und Workshops

Marz 2012 18 Annual Meeting of the German Society for Gene &hgrin
Frankfurt:
Vortrag (Reisestipendium von 500€)

Marz 2012 78 Annual Meeting of the DGPT (Deutsche Gesellscfiaftexpe-
rimentelle und klinische Pharmakologie und Toxikpé) in Dresden:
Poster (Nominierung fur den Naunyn-Schmiedbergrshifes of

Pharmacology Posterpreis)

Sept 2011 Workshop “Gene Therapy” in KoIn:
Vortrag

Mai 2011 Workshop “How to study Cell Death Mechamssin the retina” in
Tlbingen

95



Anhang

4 Danksagung

Ich danke Herrn Prof. Biel herzlich fur die Aufnadnn seinen Arbeitskreis und die stets

kompetente Unterstiitzung.

Herrn PD Dr. Stylianos Michalakis danke ich fir dervorragende Betreuung. Lieber Stelios,
du warst der beste Betreuer, den ich mir wiinscloemte. Ich habe unglaublich viel von dir

gelernt.

Der Arbeitsgruppe von Prof. Seeliger (Universitétbihgen), besonders Dr. Regine Muhl-
friedel, Vithiyanjali Sothilingam, Marina Garcia @@o und Dr. Naoyuki Tanimoto, danke

ich fur die sehr gute Zusammenarbeit.

Elvir, du warst mir eine riesige Hilfe in den legatJahren. Du weil3t es zwar schon, aber ich

gebe es dir gern nochmal schriftlich: Du bist grtiga

Ich bin immer sehr gern zur Arbeit gegangen, urglldgt zum grol3en Teil daran, dass ich so
nette Kollegen hatte. Vielen Dank an euch allephdsrs an Anke, Berit, Christian, Christos,
Fredl, Katrin, Lior, Phuong, Prakti, Sami, SteffiduVerena. Ab jetzt werden wir zwar nicht

mehr zusammen arbeiten, aber hoffentlich noch abamnzusammen den ,guteeen* Rosé

trinken.

Mein grof3ter Dank gilt meiner Familie — danke, dasgir mich da seid.

96



