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1. Einleitung
1.1. X-gebundene juvenile Retinoschisis (XLRS)

Die X-gebundene juvenile Retinoschisis (X-linked juvenile retinoschisis, XLRS) ist eine
genetisch determinierte Erkrankung, bei der es zu einer Aufspaltung der inneren
Netzhautschichten kommt. Die Inzidenz der Erkrankung liegt zwischen 1: 5 000 bis
1: 20 000 (1), wobei aufgrund des X-chromosomal rezessiven Vererbungsmusters
Uberwiegend Méanner betroffen sind. Konduktorinnen zeigen in der Regel keine
Symptome, es gibt jedoch selten auch homozygot betroffene Frauen (2). Die
Retinoschisis wird bei Jungen haufig erst kurz vor oder zum Schuleintritt entdeckt.
Bereits im Sauglingsalter erkrankte Patienten weisen jedoch auf eine kongenitale
Manifestation hin (3-5).

Typisch fur die XLRS ist ein in der indirekten Ophthalmoskopie sichtbares
Radspeichenphanomen im Bereich der Makula (Abbildung 1). Dieses entsteht durch
intraretinal gelegene Zysten, die sich aufgrund der Schisis in verschiedenen retinalen
Schichten, besonders in der inneren Kornerschicht und der auf3eren plexiformen
Schicht bilden (6,7). In 40-50 % tritt die namensgebende Aufspaltung der
Netzhautschichten in der peripheren Netzhaut auf, hier vor allem im unteren
temporalen Quadranten (Abbildung 1). Bei alteren Patienten werden haufig anstelle

der Zysten zentrale Pigmentanomalien in der Netzhaut beobachtet (Abbildung 1) (8,9).

Abbildung 1 Fundusaufnahmen bei XLRS Links: Radspeichenph&nomen: Im Bereich der Makula
sieht man hier bei einem Pateinten mit XLRS das sogenannte Radspeichenphanomen (Pfeil).
Abbildung modifiziert nach Sieving et al., 2014 (10). Mitte: Periphere Retinoschisis: Im unteren
temporalen Quadranten im rechten Auge eines 20-jahrigen Mannes mit XLRS zeigt sich hier gut
sichtbar die periphere Retinoschisis. Abbildung modifiziert nach Molday et al., 2012 (11). Rechts:
Pigmentanomalien: Bei einem 61-jahrigen Patienten mit XLRS sind in der Fundusaufnahme
deutliche Pigmentanomalien sichtbar. Abbildung modifiziert nach Xiao et al., 2016 (9).



In den meisten Fallen wird keine oder nur eine geringflgige Krankheitsprogression
beobachtet (8,12,13). Ein weiteres charakteristisches Kennzeichen der XLRS ist eine

Storung der Signalweiterleitung zwischen Photorezeptoren und Bipolarzellen (14).

In der Regel sind beide Augen gleichermalRen betroffen. Die Sehstarke ist je nach
involvierter Netzhautregion sowie dem Auftreten von sekundéren Komplikationen, wie
zum Beispiel Netzhautablésung oder intravitreale Einblutung, unterschiedlich stark
eingeschrankt (15). Trotz nahezu vollstandiger Penetranz (8,16) zeigt sich eine grol3e
Variabilitat der Symptome bei Patienten mit XLRS. So kann die gleiche Mutation stark
divergierende Phanotypen verursachen (9,17), es gibt jedoch auch Hinweise darauf,

dass der Phéanotyp durch die Art der Mutation beeinflusst werden kann (18,19).

1.2. Diagnostik
Die Patienten werden h&ufig aufgrund reduzierter Sehstarke augenarztlich vorgestellt.
Ein plotzlicher Visusverlust ist eher untypisch fur die XLRS und ist in der Regel auf die
sekundaren Komplikationen zurtickzufiihren. In der indirekten Ophthalmoskopie zeigt
sich bei Patienten unter 30 Jahren im Bereich der Macula oft das
Radspeichenphanomen (Abbildung 1), welches jedoch in einigen Fallen schwierig zu
identifizieren ist, oder seltener periphere Retinoschisis. In den letzten Jahren hat sich
die Spektral-Doménen-optische-Koharenztomographie (SD-OCT) zur Kklinischen
Diagnostik durchgesetzt (Abbildung 2 (a)). Die SD-OCT ermdglicht bereits in einem
einmaligen Scan typische Verénderungen der Netzhaut festzustellen (4,20-22). Dies
ist besonders bei jingeren Kindern von Vorteil, da keine aktive Mitarbeit vonnoten ist
(23,24). Zum Ausschluss von Differentialdiagnosen kann eine intravendse
Fluoreszenzangiographie durchgefihrt werden. Mit dieser Methode ist eine
Abgrenzung der XLRS zum zystischen Makulaédem mdglich, bei welchem sich in der
Spétphase eine Hyperfluoreszenz zeigt. Im Gegensatz dazu stellt sich die XLRS in der
Regel angiographisch normal dar. Es kann jedoch in hoherem Alter durch die

Pigmentatrophie auch zu diffus hyperfluoreszierenden Bereichen kommen (15).

Ein weiteres diagnostisches Verfahren ist die Erstellung eines skotopischen
Elektroretinogramms (ERG) (Abbildung 2 (b)). Hierbei wird ein Lichtblitz auf die
dunkeladaptierte Netzhaut abgegeben und die Reizweiterleitung in der Netzhaut
gemessen. Bei Patienten mit XLRS zeigt sich im ERG typischerweise eine reduzierte

oder fehlende b-Welle, die eine reduzierte oder fehlende Reizantwort der den



Photorezeptoren nachgeschalteten Zellen bei erhaltener Antwort der Photorezeptoren
(a-Welle) auf den Lichtblitz hin anzeigt (1,15). Dadurch erhalt man ein negatives
Verhaltnis von a- zu b-Welle, weswegen man von einem ,negativen“ ERG spricht.
Jedoch zeigte sich in verschiedenen Studien mit RS1-Mutationstragern, dass es eine
grol3ere Variabilitat der Ergebnisse im ERG gibt als anfanglich angenommen (4,25,26).
Daher hat das ERG zunehmend an Bedeutung verloren, wohingegen die OCT als
diagnostisches Mittel besonders bei unauffalligem ERG breitere Anwendung findet
(27). Zur Bestatigung der klinischen Diagnose sollte neben der Familienanamnese
auch eine genetische Analyse durchgefuhrt werden (7,10,23,28).

(@) ok g L Abbildung 2 SD-OCT-Aufnahme
290 4 und ERG bei XLRS Patienten

(a) SD-OCT-Scan bei einem 22-
jahrigen Mann mit XLRS. Der
Scan zeigt die Retinoschisis in
verschiedenen  Netzhautschich-
ten. Abbildung modifiziert nach
Molday et al., 2012 (11).

(b) (b) ERG bei einem normalen

. Probanden und bei einem
Normales ERG ERG bei XLRS Patienten mit XLRS. Links

b normale, rechts auffallige

b Reizantwort auf einen leichten

——— e (erste Reihe) versus starken

a p a (zweite Reihe) Lichtreiz auf die
dunkel-adaptierte Netzhaut. Bei

b dem Patienten mit XLRS zeigt sich

-\/"_//h durch eine starke Reduktion der b-

Welle ein sogenanntes negatives

a a ERG. Abbildung modifiziert nach
Weber et al., 2006 (16).

1.3. Mutationen im RS1-Gen als Ursache der XLRS
Ursachlich fur die XLRS sind Mutationen im RS1-Gen auf Chromosom Xp22.2 (29).
Bislang sind Uber 200 verschiedene RS1-Mutationen bekannt (Stand April 2018:
https://databases.lovd.nl/shared/genes/RS1). Der Genort des RS1-Gens ist 32,4 kb
gro3 und besteht aus 6 Exonen sowie 5 Intronen. Es kodiert fur das Protein
Retinoschisin und wird bei Saugetierarten ausschlie3lich im Auge und in der
Zirbeldrise exprimiert (29,30).

Von den verschiedenen RS1-Mutationen, wie Substitutionen (81 %), Deletionen

(13 %), Duplikationen (3 %) oder Insertionen (1,5 %), stellen ca. 40 % wahre Null-



Allele dar, die durch Nonsense- oder Leseraster-Mutationen zu einem vorzeitigen
Kettenabbruch und somit einem unvollstandigen und nicht funktionsfahigen Protein
fuhren (11). Uber 50 % der Mutationen sind Misssense-Mutationen, wodurch
verschiedene Fehler in der Translation, Faltung oder Sekretion des Proteins
entstehen. In manchen dieser Falle kann das Retinoschisin-Protein aufgrund einer
fehlerhaften Signalsequenz nicht in das endoplasmatische Retikulum (ER)
aufgenommen werden und wird daraufhin intrazellular rasch wieder abgebaut. In
anderen Fallen kommt es durch Cystein-Mutationen zu fehlender Ausbildung der
Disulfidbricken, wodurch sich Retinoschisin nicht zum funktionsfahigen Oktamer
zusammenlagern kann. Sehr haufig liegen Mutationen der Discoidin-Doméne vor, die
zu Fehlfaltung des Proteins innerhalb des ERs und dortigem Abbau fuhren (Abbildung
3) (11,31).
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Abbildung 3 Schematische Darstellung verschiedener RS1-Misssense-Mutationen und deren
Folgen. (a) Wildtyp-Retinoschisin wird an ER-gebundenen Ribosomen synthetisiert und durch das
Translokon in das ER aufgenommen. Dort entsteht durch Abspaltung der Signalsequenz durch die
Signalpeptidase das reife Polypeptid, das zum Retinoschisin-Monomer gefaltet wird. Dieses wiederum
lagert sich tGiber Disulfid-Briicken zum Retinoschisin-Oktamer zusammen und wird daraufhin sezerniert.
(b) Durch Mutationen der Signalsequenz kann Retinoschisin nicht in das ER aufgenommen werden und
das fehlgefaltete Polypeptid wird im Zytoplasma rasch von Proteosomen abgebaut. Mutationen der
Discoidin-Doméne fuihren zu Fehlfaltungen des Proteins innerhalb des ERs und es wird deshalb im ER
einbehalten. Cystein-Mutationen in den Regionen vor und hinter der Discoidin-Domane fiihren zwar zu
normaler Proteinsynthese, -faltung und Bildung von Retinoschisin-Dimeren, jedoch zu einer Stérung der
weiteren Oligomerisierung als Retinoschisin-Oktamer. Die Retinoschisin-Dimere werden sezerniert, fir
die Funktion von Retinoschisin ist jedoch die Oktamer-Form entscheidend.

ER = endoplasmatisches Retikulum; mRNA = Boten-Ribonukleinsédure. Abbildung modifiziert nach
Molday et al., 2012 (11).



1.4. Regulation der RS1-Genepxression
Die RS1-Expression wird Uber verschiedene regulatorische Elemente gesteuert, die
2011 am hiesigen Institut fir Humangenetik genauer identifiziert wurden (Abbildung 4)
(32). Bereits 2008 wurde von Langmann et al. ein proximal des RS1-Gens (- 177 bp
bis + 32 bp von der RS1-Transkriptionsstartstelle aus) gelegener Minimalpromotor
identifiziert (33). Diese Cone-rod-homeobox (= CRX)-bindende Region (CBR) enthalt
mehrere CRX-regulierende Elemente (CRE). CRX fungiert als Schliisselregulator der
Genexpression in Photorezeptorzellen (34,35) und es konnte anhand CRX-defizienter
Mause gezeigt werden, dass CRX auch fir die RS1-Expression eine essentielle Rolle
spielt (36). Im Jahr 2011 wurden von derselben Arbeitsgruppe weitere regulatorische
Elemente identifiziert: Hierzu zahlt eine 3 kb stromaufwéarts des RS1-Gens gelegene
CpG-Insel sowie eine weitere, in Séugetieren stark konservierte, CBR im Intron 1
(+ 81 bp bis + 758 bp von der RS1-Transkriptionsstartstelle aus). Dabei wirkt die CpG-
Insel stimulierend auf die RS1-Expression. Im Gegensatz dazu scheint die intronisch
gelegene CBR eine inhibitorische Wirkung auf die RS1-Expression zu haben. Daher
kénnte diese Region essentiell zur Feinregulation einer physiologisch angepassten

RS1-Expression sein (32).

CpG-island CBR1 TSS ATG CBR2

S AR~ RiiAld
Y A g

Abbildung 4 Schematische Darstellung der regulatorischen Elemente des humanen RS1-Gens.
Die Positionen werden relativ zum Exon 1 von RS1 dargestellt. -2,8 bis -3,4 kb stromaufwarts des RS1-
Gens liegt die CpG-Insel, die signifikant verstarkende Wirkung auf die unmittelbar vor dem Exon 1
liegende Promotorregion (CBR1) hat. Im Intron 1 liegt CBR2, welche durch inhibitorische Wirkung auf
CBR1 wichtig fur die Feinregulation der RS1-Expression ist. Dreiecke stellen die einzelnen CREs dar.
ATG = Startcodon; CBR = CRX-bindende Region; CRE = CRX-regulierende Elemente; TSS =
Transkriptionsstartstelle. Abbildung modifiziert nach Kraus et al., 2011 (32).

1.5. Das Retinoschisin-Protein
Retinoschisin besteht aus 4 Domanen, einem 23 Aminosauren (AS) langen
Signalpeptid, einer 157 AS langen Discoidin-Doméne, einer 39 AS langen RSI1-
spezifischen Domane und einem kurzen, 5 AS langen C-terminalen Segment (29,37).
Kryoelektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass 8 Retinoschisin-
Monomere sich zu einem rotationssymmetrischen, zahnradartigen Gebilde

zusammensetzen, welches auch als Doppeloktamer vorliegen kann (38—40).



In der Netzhaut wird Retinoschisin von Photorezeptoren und Bipolarzellen sezerniert
und ist in immunhistochemischen Untersuchungen vor allem im Bereich der inneren
Segmente von Stabchen und Zapfen, aber auch im Bereich der inneren Kérnerschicht
an den Bipolarzellen, sowie in den beiden plexiformen Schichten nachweisbar
(Abbildung 5) (41-43).

DAPI RS1

Abbildung 5 Immunhistochemische Retinoschisin-Farbung einer adulten Mausenetzhaut. Links:
DAPI| gefarbte Zellkerne zeigen die Kornerschichten. Rechts: Verteilung von Retinoschisin in den
Netzhautschichten mit starker Farbung in der inneren Segmentschicht (IS) und moderater Farbung in
den beiden plexiformen Schichten (OPL, IPL) und der inneren Kdrnerschicht (INL).

OS = auBere Segmente; IS =innere Segmente; ONL = aufllere Kornerschicht; OPL = &ulRere
plexiformen Schicht; INL = innere Kornerschicht; IPL = innere plexiforme Schicht; GCL =
Ganglienzellschicht. Maf3stabsleiste 20 mm. Abbildung modifiziert nach Molday et. al, 2012 (11).

Die genaue Funktion von Retinoschisin ist Gegenstand aktueller Forschungen. So
konnte gezeigt werden, dass Retinoschisin mit der B2-Untereinheit der retinalen
Na/K-ATPase, einer aktiven lonenpumpe, interagiert (44). Dabei scheint Retinoschisin
nicht die lonentransport-Aktivitat der Na/K-ATPase zu beeinflussen (44). Jedoch
wurde ein Einfluss von Retinoschisin auf Signalkaskaden, die von der Na/K-ATPase
angestol3en werden, und auf die Lokalisation der retinalen Na/K-ATPase beschrieben
(44,45). Des Weiteren wurde ein protektiver Effekt von Retinoschisin gegentber
apoptotisch bedingter Photorezeptordegeneration gezeigt (45,46). Andere Studien
zeigen einen Einfluss von Retinoschisin auf die Funktion spannungsabhangiger Ca?*
Kanale in der Netzhaut (47,48).



1.6. Rs1h”Y-Mause als Modellsystem fiir die XLRS

Zur genaueren Untersuchung der molekularen und zellularen Pathomechanismen der
XLRS wurden Rslh”Y-Mause entwickelt, in denen das dem humanen RS1
entsprechende murine Rs1h inaktiviert wurde (49-51). In dieser Arbeit wurde das von
Weber et al. generierte Mausmodell verwendet (Abbildung 6) (49). Das Rs1h-Gen wird
hier durch eine lacZ-neo-Kassette in Exon 3 unterbrochen. In dem von Zeng et al.
generierten Mausmodell fihrt eine Neomycin Kassette in Exon 1 zur Rslh-
Inaktivierung (50). Von Jablonski et al. wurde durch Mutagenese mit
Ethylnitroisoharnstoff eine Substitution im Intron 2 innerhalb der Donorspleil3stelle
bewirkt (51). Sowohl in funktionellen Untersuchungen als auch in strukturellen
Analysen zeigen alle drei Mausmodelle groRe Ubereinstimmungen mit der XLRS beim
Menschen. Im ERG zeigen Rslh”Y-Mause die typische, stark reduzierte b-Welle
(,negatives ERG"). In der Histologie weisen sie zystische Strukturen sowie eine
generelle Desorganisation retinaler Schichten auf. Auch liegt die Schisis bei Rs1h”Y-
Mausen wie bei XLRS-Patienten vor allem in der inneren Kdérnerschicht. Schlief3lich
zeigen Rs1h”Y-M&usen eine mit der Zeit zunehmende Photorezeptordegeneration
(Abbildung 6). (49-51).

Wildtyp-Maus

Abbildung 6 Kryoschnitte der Netzhaut einer Wildtyp- und einer Rs1h”Y-Maus in Hamatoxylin-
Eosin (HE)-Farbung. Im Vergleich zum linken Bild ist im rechten Bild eine deutliche Reduktion der
Photorezeptoren in der &uReren Kdrnerschicht, sowie eine Desorganisation der Zellen in der &uf3eren
plexiformen Schicht und inneren Kornerschicht erkennbar. Auch die auReren und inneren Segmente
der Photorezeptoren erscheinen deutlich kirzer. Die innere plexiforme Schicht sowie die
Ganglienzellschicht erscheinen intakt.

OS = &auBRere Segmente; IS =innere Segmente; ONL = &uRere Kdrnerschicht; OPL = &ulRere
plexiformen Schicht; INL = innere Kornerschicht; IPL = innere plexiforme Schicht; GCL =
Ganglienzellschicht; RPE = retinales Pigmentepithel. Abbildung modifiziert nach Weber et al., 2006 (16).



1.7. Gentherapie zur Behandlung der XLRS
Die Behandlung der XLRS besteht aktuell aus der Verschreibung von Sehhilfen sowie
der fruhzeitigen Erkennung von Komplikationen wie z.B. einer Netzhautablésung und
deren Therapie. In einigen Studien wurde ein positiver Effekt auf die
Netzhautverédnderungen durch die Therapie mit Carboanhydrase-Hemmern berichtet.
Als Kriterien wurden eine Verbesserung der Sehstarke um mindestens 7 Buchstaben
sowie ein Ruckgang der pathologischen Verdnderungen im OCT herangezogen.
Allerdings war dieser Effekt nur unter kontinuierlicher Behandlung und bevorzugt bei
jungeren Patienten mit milderen Symptomen erreichbar. Auch gab es einige Patienten,
die auf die Behandlung nicht ansprachen (52-55). Daher ist aktuell noch unklar,
inwieweit Carboanhydrase-Hemmer eine therapeutische Option bei der XLRS,
besonders im Langzeitverlauf, darstellen. In einer aktuellen Studie von Verbakel et al.
wird vermutet, dass eine vorhergehende Behandlung mit Carboanhydrase-Hemmern
durch die Verbesserung der anatomischen Verhéltnisse optimale Rahmen-

bedingungen fir eine gentherapeutische Behandlung schaffen konnte (55).

Aktuell sind daher keine etablierten, effektiven therapeutischen Optionen zur
Behandlung der XLRS verfugbar. Verschiedene Grinde lassen insbesondere
gentherapeutische Ansatze als vielversprechend erscheinen. Dazu zahlt der rezessive
Vererbungsmodus verbunden mit einer Retinoschisin-Defizienz als Pathomechanis-
mus. Zudem wird die XLRS durch den Defekt genau eines Gens, des RS1-Gens,
hervorgerufen. In Zellkulturversuchen mit humanen Netzhautzellen konnte bereits
gezeigt werden, dass Wildtyp-RS1 unabhangig von endogen vorhandenem defektem
Retinoschisin exprimiert und sezerniert wird (56,57). Dies deutet darauf hin, dass

selbst bei Patienten mit einer RS1-Restfunktion eine Gentherapie méglich ware (11).

Des Weiteren ist das Auge durch die Blut-Retina-Schranke ein immunologisch
privilegierter Raum, der zudem von auf3en gut zuganglich ist und die Einbringung von
Therapeutika direkt an ihren Zielort — weitgehend ohne systemische Wirkung —
ermoglicht (58-62).

In Vorversuchen an RS1-defizienten Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass eine
Gentherapie der XLRS im Tierversuch die Netzhautstruktur und -funktion
wiederherstellen kann und dadurch die retinale Degeneration aufhalten kann (50,63—

66). In diesen Studien zeigte sich, dass sich das sezernierte Retinoschisin Uber die



gesamte Netzhaut ausbreitet und in gleicher raumlicher Verteilung wie bei einer
Wildtypmaus nachweisbar ist (63,66). Auch blieb die RS1-Expression nach einmaliger
Injektion Uber die gesamte Lebensspanne der Maus nachweisbar (11,67). Jedoch war
der Zeitpunkt der Injektion entscheidend, da eine Injektion bei &lteren Mausen zu
einem weniger stark ausgepréagten therapeutischen Effekt fuhrte (63).

Mittlerweile gibt es erste klinische Studien in den USA, bei denen an einer kleinen Zahl
von Patienten mit XLRS eine gentherapeutische Behandlung getestet wird
(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02317887?cond=RS1&rank=1,

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT024166227?cond=RS1&rank=5).

Diese verwenden zwei verschiedene Gentherapiekonstrukte, bei denen das RS1-Gen
einerseits unter einem modifizierten humanen Promotor in Kombination mit einem
Retinoid-bindenden  Protein-Enhancer, zum anderen unter einem CMV-
Enhancer/Huhner-B-Aktin-Promotor steht. Die Studien sollen bis 2021 bzw. 2022
laufen, daher ist aktuell noch keine Aussage tUber den Verlauf der gentherapeutischen

Behandlung mdoglich.

1.8. Fragestellung und Ziele dieser Dissertation

Bei den meisten bisher durchgeftihrten Studien zur gentherapeutischen Behandlung
der XLRS im Mausmodell stand das exogen eingebrachte RS1-Gen unter der Kontrolle
von starken Photorezeptor-spezifischen Promotoren (63,66,68) oder CMV-
Promotoren (50,65). Verschiedene Studien lassen jedoch den Schluss zu, dass eine
nicht-physiologische RS1-Expression einen schadigenden Einfluss auf die Netzhaut
haben kénnte (69,70). Daher war es das Ziel dieser Arbeit, einen gentherapeutischen
Vektor zu testen, bei welchem das humane RS1-Gen unter der Kontrolle der von Kraus
et al. identifizierten regulatorischen Elemente des humanen RS1-Gens steht (32). Die
Untersuchungen an diesem Vektor sollten an retinalen und nicht-retinalen Zelllinien
(in vitro), murinen retinalen Rslh”Y-Netzhautexplantaten (,ex vivo®) und direkt an
lebenden Rsl1h”Y-Mausen (in vivo) getestet werden. Durch den Einsatz des
endogenen RS1-Promotors soll bei gentherapeutischen Anwendungen letztlich eine
physiologische RS1-Expression in der Netzhaut erreicht werden.


https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02317887?cond=RS1&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02416622?cond=RS1&rank=5

2. Material und Methoden

10

2.1. Material
2.1.1. Zelllinien
Tabelle 1 Verwendete Zelllinien und ihre Herkunft
Zelllinie Organismus Ursprungszelltyp
661W Mus musculus Retinale Tumorzellen
HEK293 Homo sapiens Embryonale Nierenzellen
Y-79 Homo sapiens Retinoblastomzellen

2.1.2. Mauslinien

Tabelle 2 Verwendete Mauslinien und ihre Herkunft

Stamm Genotyp Herkunft
C57BL/6J Wildtyp Jackson Laboratory
C57BL/6J Rs1h”Y Institut fir Humangenetik, Universitat
Regensburg (49)
2.1.3. Plasmide

Tabelle 3 Verwendete Plasmide, ihr Verwendungszweck und Herkunft

Bezeichnung Verwendung Resistenz | zur Verfigung gestellt von
pcDNA4 CRX heterologe Ampicillin | Prof. Dr. Thomas Langmann,
Expression von + Zeocin Institut fr Experimentelle
CRX Immunologie des Auges,
Universitatsklinikum Koéln
pcDNA3_GFP heterologe Ampicillin | Institut fir Humangenetik,
Expression von Universitat Regensburg
GFP
pcDNA3_mOPS- | heterologe Ampicillin | Institut fir Humangenetik,

RS1

Expression von
RS1 unter der
Kontrolle des
murinen Opsin-

Promotors

Universitat Regensburg
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pcDNA3_natives- | heterologe Ampicillin | Institut fir Humangenetik,
RS1 Expression von Universitat Regensburg
RS1 unter der
Kontrolle der
RS1-spezifischen
regulatorischen
Elemente
pcDNA3_Myc- heterologe Ampicillin | Institut fir Humangenetik,
RS1 Expression von Universitat Regensburg
Myc-getagtem
RS1 unter der
Kontrolle der
RS1-spezifischen
regulatorischen
Elemente
2.1.4. Antikorper
Tabelle 4 Primarantikérper
Primar- Typ Spezies Verdin- | Verwen- | Herkunft
antikorper nung dung
anti-g3- mAK | Maus 1:10000 | WB Sigma-Aldrich, St.
Aktin Louis, MO, USA
anti-c-Myc | mAK | Maus 1:10 WB Institut far
(9E10) Humangenetik,
Universitat Regensburg
anti-GFP pAK | Kaninchen | 1:10 000 | WB Santa Cruz
1:500 ICC Biotechnology, Inc.,
IHC Dallas, TX, USA
anti- mAK | Maus 1:10000 | WB Prof. Dr. Robert S.
Retino- 1:500 ICC Molday, Department of
schisin IHC Ophthalmology and
Visual Sciences,
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University of British
Columbia, Vancouver,

Canada

GFP = grun fluoreszierendes Protein; ICC = Immunzytochemie; IHC = Immunhistochemie; mAK =
monoklonaler Antikdrper; pAK = polyklonaler Antikdrper; WB = Western Blot.

Tabelle 5 Sekundarantikbrper

H&L Chain Specific
Peroxidase

Conjugate

Sekundéarantikorper | Spezies | Verdin- | Verwen- | Herkunft
nung dung

Alexa Fluor® 594 Ziege 1:1000 |ICC Invitrogen, Thermo
anti-Maus 1gG (H&L) IHC Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA
Alexa Fluor® 488 Ziege 1:1000 |ICC Life Technologies
anti-Kaninchen IgG IHC GmbH, Darmstadt,
(H&L) Deutschland
anti-Maus 1gG, Ziege 1:10 000 | WB Invitrogen, Thermo
H&L Chain Specific Fisher Scientific,
Peroxidase Waltham, MA, USA
Conjugate
anti-Kaninchen IgG, | Ziege 1:10 000 | WB VWR International

Germany GmbH,

Darmstadt, Deutschland

ICC = Immunzytochemie; ICH = Immunhistochemie; WB = Western Blot.

2.1.5. Kit-Systeme, Molekularmassenstandard

Tabelle 6 Kit-Systeme

Kit

Hersteller

Reagent

Lipofectamine® 2000 Transfection

Life Technologies GmbH, Darmstadt,

Deutschland

NucleoBond® Xtra Midi

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren,
Deutschland

SuperSignal West Femto

Chemiluminescent Substrate

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA
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TransIT®-LT1 Transfektionsreagenz

VWR International Germany GmbH,

Darmstadt, Deutschland

Tabelle 7 Molekularmassenstandard

Molekularmassenstandard

Hersteller

PageRuler Prestained Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

2.1.6. Chemikalien
Tabelle 8 Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Ammoniumpersulfat (APS) (NH4)2S20s

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland / VWR International
Germany GmbH, Darmstadt, Deutschland

Ampicillin Natriumsalz C1sH1sN3NaO4S

VWR International Germany GmbH,

Darmstadt, Deutschland

Bromphenolblau Natriumsalz
C19H9BrsOsSNa

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Coumarinsaure CoHsOs

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
CieH15Ns5

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO) C2HsOS

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat
NazHPOa4 x 2 H20

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,

Deutschland

Ethanol 299,8 % p.a. C2HsO

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Fast Green Tracer Cz7H34N2Na2010Ss3

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

fetales Kalberserum (FCS)

(PAA) GE Healthcare, Galfont St Giles,
UK/ Gibco®, Life Technologies GmbH,

Darmstadt, Deutschland
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Fluorescent Mounting Medium

Dako Deutschland GmbH, Hamburg,

Deutschland

Gentamycin

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Glycerin 99,5 % C3HsO3

Chemikalienlager der Universitét

Regensburg

Glycin, C2HsNO:2

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

Hefeextrakt

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

Insulin

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Isopropanol C3HsO

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

Kaliumchlorid KCI

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat KH2PO4

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,

Deutschland

L-Glutamin (200 mM) mit Penicillin/
Streptomycin (100x) (P/S/G)

(PAA) GE Healthcare, Galfont St Giles,
UK

Luminol Natriumsalz CsH7N3zO2

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

MA Lipofection Enhancer

IBA GMBH, Géttingen, Deutschland

Methanol CH3OH

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

[3-Mercaptoethanol C2HsOS

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Milchpulver

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Natriumacetat Trihydrat NaCH3CO:2

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,

Deutschland

Natriumchlorid, NaCl

VWR International Germany GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (Sodium dodecyl
sulfate = SDS) 299% Ci12H2sNa04S

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Paraformaldehyd (PFA) (CH20)n

AppliChem GmbH it-Darmstadt,

Deutschland




15

Penicillin/Streptomycin (100 x; 10 000
U/ml) (Pen/Strep)

Life Technologies GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Poly-L-Lysin (CeH12N20)n

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Rotiphorese® Gel 40 (37,5:1)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Saccharose Ci12H22011

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

Tetramethylethylendiamin (TEMED)
(CH3)2NCH2CH2N(CHsa)2

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
(Tris) NH2C(CH20H)s

VWR International Germany GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Triton® X-100 (10 %) C14H220(C2H40),

VWR International Germany GmbH,

Darmstadt, Deutschland

Trypsin (0,5 %) - EDTA (0,2 %) 10 x in
PBS

(PAA) GE Healthcare, Galfont St Giles,

Vereinigtes Konigreich

Trypton

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Wasserstoffperoxid 30 % H20:2

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,

Deutschland

2.1.7. Puffer, Medien und Lésungen

Tabelle 9 Medien und Medienzuséatze, sowie Puffer fir die Zellkultur

Medium

Hersteller

Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) High Glucose

Gibco®, Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Dulbecco's Modified Eagle Medium/
Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12)

Gibco®, Life Technologies GmbH,

Darmstadt, Deutschland

Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline
(DPBS)

Gibco®, Life Technologies GmbH,

Darmstadt, Deutschland

Geneticindisulfat (G-418)-L6sung

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Opti-Minimal Essential Medium (Opti-
MEM) Medium

Gibco®, Life Technologies GmbH,

Darmstadt, Deutschland




16

Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) 1640 Medium

Gibco®, Life Technologies GmbH,

Darmstadt, Deutschland

Tabelle 10 Zusammensetzung der Medien

Medium Zusammensetzung Menge
661W DMEM High Glucose (4,5 g/L) | 500 ml
FCS 10 % (v/v)
Pen/Strep 1 % (v/v)
HEK293 DMEM High Glucose (4,5 g/L) | 500 ml
FCS 10 % (v/v)
Pen/Strep 1 % (viv)
G-418 1 % (VIV)
LB-Medium Trypton 10g
Hefeextract 59
NacCl 10 g
dH20 1L
Ampicillin 100 pg/ml
Medium fur DMEM/F-12 500 ml
Elektroporationen FCS 10 % (v/v)
Insulin 0,08 % (v/v)
P/SIG 0,8 % (v/v)
Y-79 RPMI 1640 500 ml
FCS 10 % (v/V)
Pen/Strep 1 % (v/v)

dH-0O = destilliertes Wasser; FCS = fetales Kélberserum; Pen/Strep = Penicillin/Streptomycin; P/S/G =
L-Glutamin mit Penicillin/Streptomycin.

Tabelle 11 Zusammensetzung der Puffer und Losungen

Ldsung Zusammensetzung Menge

Antikorperlésung (ICC) | Ziegenserum 2,5 % viv
10 % Triton® X-100 0,1 % viv
1x PBS

Antikorperlésung (IHC) | Ziegenserum 2,5 % viv
10 % Triton® X-100 0,1 % viv
1x PB
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Antikorperlésung (WB) | Milchpulver 3 % wlv
1x PBS

Blocklosung (ICC) Ziegenserum 10 % viv
10 % Triton® X-100 0,3 % viv
1x PBS

Blocklésung (IHC) Ziegenserum 10 % viv
10 % Triton® X-100 0,3 % viv
1x PB

Blocklésung (WB) Milchpulver 3 % wiv
1x PBS

ECL LOsung 1 Luminol 50 mg
0,1 M TrisHCI pH 8,6 200 ml

ECL Losung 2 Coumarinsaure 11 mg
DMSO ad 10 ml

Lammli Puffer 5x Bromphenolblau 0,01 % wiv
TrisHCI pH 6,8 60 mM
B-Mercaptoethanol 5 % (vIv)
SDS 2 % (vIv)
Glycerin 10 % (v/v)

PB-Puffer 5x (500mM) | NazHPOa4 27,45 g

pH 7,2 NaH2PO4 7,89
dH20 500 ml

PBS 10x pH 7,4 NaCl 8049
KCI 29
Na:HPO4 x 2 H20 14,4 g
KH2PO4 2449
dH20 1L

PFA4%pH7 PFA lg
PB 1x
H20 35 ml

SDS-Laufpuffer 10x Tris 150¢g
Glycin 7209
SDS 509
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dH20 ad5L
Towbin Puffer 10x Glycin 72 ¢

Tris 15¢

dH20 1L

ECL = verstarkte Chemilumineszenz; GFP = griin fluoreszierendes Protein; ICC = Immunzytochemie;
IHC = Immunhistochemie; PB = Phosphatpuffer; PBS = Phosphatgepufferte Saline; PFA = Paraform-

aldehyd.

Tabelle 12 Fertige Losungen fur ICC, IHC, WB

L6sung Hersteller
Entwicklerlésung WB AGFA, Mortsel, Belgien
Fixierldosung WB AGFA, Mortsel, Belgien

Roti Liquid Barrier Marker

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

O.C.T. tissue tek compound

Hartenstein GmbH, Wirzburg, Deutschland

Ziegenserum

Abcam, Cambridge, UK

ICC = Immunzytochemie; IHC = Immunhistochemie; WB = Western Blot.

2.1.8. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 13 Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

6-Well Platten

Corning Incorporated, Corning, NY, USA

24-Well Platten

Cellstar®, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Amicon Ultra-4 Centrifugal
Filter Units

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Antibiotika- und kortison-
haltige Augensalbe
(Isoptomax AS) 3,59

Alcon Pharma GmbH, Freiburg, Deutschland

Deckglaschen 10mm @

VWR International Germany GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Einbettwurfel ((T-8) peel-a-
way disposable embedding

molds)

Polysciences, Inc., Warrington, PA, USA

Einmal Plastikpipetten

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland
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Einwegpasteurpipetten 3 ml

VWR International Germany GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Eppendorf-Cups 0,5 ml

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

Eppendorf-Cups 1,5 ml

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

Eppendorf-Cups 2 ml

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

Falcontube 15 ml

Cellstar®, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Falcontube 50 ml

Cellstar®, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Flaschen 25 cm2 Zellkultur

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

Glaspipetten

Brand, Wertheim, Deutschland

Handschuhe Nitril griin

Kimtech®, Kimberly-Clark Professional*, Kanada

Handschuhe Peha-soft®

nitrile guard

Paul Hartmann AG, Heidenheim, Deutschland

Kerakain-Augentropfen
(0,4 %)

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach, Deutschland

Nadeln Microlance 3 0,3
mm * 13 mm/ 30 G %

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

Nadeln Microlance 3 0,4
mm * 19 mm/ 27 G 3

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

Whatman® Nuclepore™

Track-Etched Membranes

VWR International Germany GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Objekttrager Polylysin

VWR International Germany GmbH, Darmstadt,
Deutschland / Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Pasteurpipetten

VWR International Germany GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Petrischalen

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

Pipettenspitzen 10 pl

VWR International Germany GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Pipettenspitzen 100 pl

VWR International Germany GmbH, Darmstadt,

Deutschland
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Pipettenspitzen 1000 pl

VWR International Germany GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Pipettenspitzen gestopft

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

PVDF Immobilon-P

Membran

Millipore, Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,

Deutschland

Rontgenfilm Cronex 5

AGFA, Mortsel, Belgien

Skalpell

Feather® Safety Razor Co. Ltd., Osaka, Japan

Spritzen Plastipak 1 ml

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

Whatman-Filterpapiere /:
Gel-Blotting-Papiere 1,5 mm

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Zellkulturschalen

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

2.1.9. Gerate und Software

Tabelle 14 Gerate und Software

Gerat

Hersteller

Autoklav V-150

Systec GmbH, Wettenberg, Deutschland

Binokular

Nikon Metrology GmbH, Alzenau, Deutschland

Binokular

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar,

Deutschland

BluePower™ 500x4 Power

Supply

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Brutschrank 37 °C

Memmert GmbH, Schwabach, Deutschland

COz2 Inkubator CB 210

Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland

Corel Draw X6

Corel Corporation, Ottawa, Ontario, Kanada

Eclipse TE2000-S

Nikon Metrology GmbH, Alzenau, Deutschland

Eismaschine AF 100

Scotsman, VerNicht Hills, IL, USA

Elektroporator ECM 830

Electrosquare Porator BTX

Biochrom Limited, Harvard Apparatus, Cambridge,
UK

Farbekammer

Mechanische Werkstatt Universitat Regensburg

Fluoreszenzmikroskop

Axioskop2 mot plus

Zeiss, Oberkochen, Deutschland
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Gelelektrophoreseapparatur
Mini PROTEAN 3

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

Deutschland

Gelelektrophoreseapparatur

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Gelkammer Blue Marine200

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,

Deutschland

GraphPad Prism 6.01

GraphPad Software, La Jolla, CA, USA

Handheld Automated Cell

Counter

Millipore, Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,

Deutschland

Image J 1.46r

Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA

Kamme 1,0 mm

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,

Deutschland

Kamme 1,5 mm

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Kryostat Leica CM1850

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar,

Deutschland

Milli-Q-Synthesis

Reinstwasseranlage

Millipore, Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

NanoDrop ND1000

Spektrophotometer

NanoDrop, Wilmington, DE, USA

pH Meter Lab-850

Schott Instruments, SelectScience®, Bath, UK

Pipette Reference 10 pl

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Pipette Reference 100 ul

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Pipette Reference 1000 pl

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Schittelinkubator

Ceromat R

B. Braun Biotech International GmbH, Melsungen,

Deutschland

Schittelinkubator KS 500

Janke & Kunkel IKA®-Werke GmbH & Co. KG,
Staufen, Deutschland

Schuttelgerat Duomax 1030

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach,

Deutschland

SDS-PAGE Platten Mini

Protean System 1,5 mm

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

Deutschland
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SDS-PAGE Platten Mini
Protean System Short

Plates

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

Deutschland

SDS-PAGE Platten SE6402

Glass Plates 18x8 cm

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,

Deutschland

Sterilbank

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Thermomixer compact

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Trans-Blot SD Semi Dry

Transfer Cell

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Ultraschallgeréat Vibra Cell
VCX400

Sonics& Materials, Newtown, CT, USA

Vortex Genie2

Scientific Industries, Bohemia, NY, USA

Waage Scaltec Instruments GmbH, Heiligenstadt,
Deutschland
Wasserbad Labortechnik Medingen, Arnsdorf, Deutschland

Wasserdestilliergerat

GFL GmbH, Burgwedel, Deutschland

Zentrifuge 5415 R

(Tischzentrifuge)

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Zentrifuge Megafuge 1.0R
(Falcontubezentrifuge)

Heraeus/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Zentrifuge Sigma 2-5, grof3

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Zentrifuge 5810

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland




23

2.2. Methoden
2.2.1. In vitro Versuche

2.2.1.1. Kultivierung eukaryotischer Zelllinien
Die Kultivierung aller verwendeten Zelllinien erfolgte unter sterilen Bedingungen bei
einer konstanten Temperatur von 37 °C und einem konstanten CO2-Gehalt von 5 %.
Es wurden stets sterile Medien, Puffer und Lésungen eingesetzt. Die HEK293- und
661W-Zellen wurden in DMEM High Glucose mit 10 % FCS und 1 % Pen/Strep in
10 cm-Schalen kultiviert. Alle 3-4 Tage wurden die Zellen bei einer Konfluenz von
ca. 80-90 % im Verhaltnis 1:10 (HEK293), bzw. 1:6 (661W) passagiert. Bei den
HEK293-Zellen wurde hierfir das alte Medium abgesaugt und die Zellen mit 10 ml
frischem Medium von der Platte abgespilt. Von dieser Zellsuspension wurde dann
1 ml auf eine neue 10 cm-Schale gegeben und mit 9 ml frischem Medium aufgefulit.
Da die 661W-Zellen eine starkere Adhéasion an die Platte zeigen, erfolgte vor dem
Passagieren zunachst ein Waschschritt mit 5 ml 1x PBS und anschlieBend eine
Inkubation mit 2 ml Trypsin-Lésung fir 3 Minuten bei 37 °C zum Ablésen der Zellen.
Daraufhin wurde die Reaktion durch Zugabe von 10 ml frischem Medium gestoppt,
2 ml der Zellsuspension in einer neuen Schale ausgesat und mit 8 ml Medium

aufgefullt.

Die Y-79-Zellen wurden in RPMI 1640 Medium mit 10 % FCS und 1 % Pen/Strep
kultiviert. Alle 3-4 Tage wurden die Zellen 1:4 gesplittet und in einer neuen 25 cmz2-
Zellkulturflasche ausgesat. Hierzu wurde die Zellsuspension in ein 15 ml Falcontube
Uberfihrt und bei 1 000 rpm fir 3 Minuten zentrifugiert (Falcontubezentrifuge,
Heraeus). Nach Entfernen des Uberstandes wurde das Zellpellet in 10 ml frischem
Medium resuspendiert und 2,5 ml hiervon mit 7,5 ml frischem Medium in einer neuen

Zellkulturflasche ausgesat.

2.2.1.2. Transfektion
HEK293-Zellen wurden mit dem TransIT®-LT1 Transfection Reagent transfiziert. Am
Nachmittag des Vortags wurden hierfur ca. 2,4 Mio. HEK293-Zellen in eine frische
10 cm-Schale ausgesat. Nach 15 Stunden Inkubation wurde so eine Konfluenz von
etwa 70 % erreicht. Nun wurden je Transfektionsansatz 1,5 ml Medium mit 15 ug der
entsprechenden Plasmid-DNA und 45 pl TransIT®-LT1 Transfection Reagent

gemischt. Nach 20 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Mischung
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vorsichtig auf die Platte getropft. Nach 24 Stunden wurde das Medium zu FCS-freiem

Medium gewechselt und nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen geerntet.

Y-79- und 661W-Zellen wurden mit dem Lipofectamine® Transfection Reagent
transfiziert. Hierfur wurden am Vortag ca. 2,4 Mio. 661W-Zellen, bzw. 4,8 Mio. Y-79-
Zellen ausgesat. Nach 15 Stunden wurden pro Transfektionsansatz zunachst je 750 pl
Opti-MEM-Medium und 15 pg DNA vermischt, sowie separat 750 pyl Opti-MEM-
Medium und 30 pl Lipofectamine® Transfection Reagent. Nach 5 Minuten Inkubation
wurden die beiden Losungen miteinander vermischt und fir weitere 15 Minuten

inkubiert.

Fur die Transfektion von Y-79-Zellen wurde im Anschluss zu dieser Mischung noch
15 pl Enhancer zugegeben und fur weitere 15 Minuten inkubiert. Nach dem Auftropfen
des Transfektionsansatzes auf die Y-79-Zellen wurden diese fur 15-20 Minuten auf

einen Magneten im Brutschrank gestellt.

Beim Transfektionsansatz fir die 661W-Zellen wurde kein Enhancer zugegeben. Nach
Auftropfen des Transfektionsansatzes auf die Zellen wurden diese sowie die Y-79-
Zellen fur 24 Stunden in den Brutschrank gestellt. Danach wurde das Medium zu
Medium ohne FCS gewechselt und die Zellen fir weitere 24 Stunden im Brutschrank

kultiviert.

2.2.1.3. Ernten der Zellen
48 Stunden nach Transfektion wurde am Fluoreszenzmikroskop (Nikon) die
Transfektionseffizienz anhand der GFP-Fluoreszenz Uberprift und dokumentiert.
Darauf wurde der Uberstand abgenommen, in 15 ml Falcontubes abgefillt und fur
5 Minuten bei 1 500 rpm zentrifugiert (Falcontubezentrifuge, Heraeus). Anschliel3end
wurde der Uberstand in neue Falcontubes tberfiihrt und mit Hilfe von Amicon Ultra-4-

Falcontubes aufkonzentriert.

Zum Ernten der 661W-Zellen wurden diese zunachst mit 5 ml 1x PBS gewaschen und
dann mit 2 ml Trypsin-Losung fur 3 Minuten in den Brutschrank (37 °C) gestellt und
anschlieend mit Medium vollstandig abgeldst. Bei den HEK293-Zellen wurde das alte
Medium abgenommen und die Zellen konnten mit frischem Medium direkt von der

Platte abgespult werden. Die Y-79 Zellsuspension wurde pro Flasche in ein 15 ml
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Falcontube uberfuhrt und bei 1 000 rpm fir 3 Minuten zentrifugiert. Nach Entfernen

des Uberstandes wurde das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert.

Die so gewonnenen jeweiligen Zellsuspensionen wurden pro Schale oder Flasche je
in ein 15 ml Falcontube gefillt und 3 Minuten bei 1 500 rpm zentrifugiert. Dann erfolgte
ein Waschschritt mit 1x PBS bei 4 000 rpm fur 5 Minuten. Zuletzt wurde das Pellet in
500 ul PBS geldst, in Eppendorf Cups Uberfihrt und mit 100 pl 5x Lammli Puffer

versetzt.

2.2.1.4. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE)
Zunachst wurde ein 12,5 % Trenngel in untenstehender Zusammensetzung gegossen
(Tabelle 15). Durch eine Beschichtung mit Isopropanol konnte eine gerade und
blasenfreie Kante erreicht werden. Nach Aushéartung des Gels und Entfernung des
Isopropanols wurde das Sammelgel (Tabelle 15) darauf gegossen und der Kamm fir
die Kammern gesteckt. Nach etwa 1 Stunde war das Gel vollstéandig ausgehartet und

konnte nach Entfernung des Kamms verwendet werden.

Tabelle 15 Zusammensetzungen von Trenngel und Sammelgel

Komponente Trenngel 12,5 % Sammelgel 3 %
1 M TrisHCI pH 6,8 - 2,76 ml

1 M TrisHCI pH 8,8 3,83 ml -

H20 3,045 ml 1,69 ml
Acrylamid-L6ésung 40 % 3,125 ml 0,55 ml

20 % SDS 100 pl 50 pl

10 % APS 100 pl 50 pl

TEMED 10 pl 5 pl

APS = Ammoniumpersulfat; SDS = Natriumdodecylsulfat; TEMED = Tetramethylethylendiamin.

Vor der gelektrophoretischen Auftrennung wurden die Proben in 1x Lammli Puffer far
10 Minuten bei 95 °C aufgekocht. In die erste Kammer wurden 5 pul PageRuler
Prestained Protein Ladder als Standard geladen. Nach dem Auftragen der
denaturierten Proben auf die Gele erfolgte die Elektrophorese in 1x SDS-Laufpuffer fur
1 Stunde und 20 Minuten bei 150 V.
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2.2.1.5. Western Blot

Die gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden im Semi-Dry-Verfahren auf
eine PVDF-Membran geblottet. Dazu wurde die PVDF-Membran zunachst fur 1 Minute
in Methanol aktiviert, danach fur 10 Minuten in 1x Towbin Puffer geschwenkt.
Gleichzeitig wurden je Blot 2 Whatman-Filterpapiere in 1x Towbin Puffer eingelegt. Auf
die Anode wurde ein Whatman-Filterpapier gelegt, darauf die PVDF-Membran, als
nachstes das Gel und ein weiteres Whatman-Filterpapier. Darauf wurde die Kathode
gepresst. Die Ubertragung der Proteine auf die PVDF-Membran erfolgte bei 24 V in
40 Minuten.

Im Anschluss wurde die PVDF-Membran in eine 3 % Blocklésung (WB) gelegt. Die
PVDF-Membran wurde darin fiir eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Schiittler
inkubiert. Anschliel3end folgte die Inkubation in der primaren Antikorperldsung Uber
Nacht bei 4 °C ebenfalls auf einem Schiuttler. Am n&achsten Tag wurde die Membran
dreimal mit 1x PBS fir je 15 Minuten gewaschen. Auch die Inkubation in der
sekundaren Antikorperlosung erfolgte Gber Nacht bei 4 °C auf dem Schiittler. Danach

wurde die Membran dreimal mit 1x PBS fur je 15 Minuten gewaschen.

Die Detektion der gebundenen sekundaren Antikorper erfolgte Uber
Chemilumineszenz, welche durch Luminolspaltung durch die an den sekundaren
Antikdrper gekoppelte Meerrettich-Peroxidase hervorgerufen wurde. Hierflr wurde die
Membran in einer selbsthergestellten ,Enhancing Chemiluminescence®-Losung (ECL-
L6sung), die aus 1 ml ECL-L6sung 1, 100 pl ECL-L6sung 2 und 0,5 pl H202 bestand,
fur wenige Minuten inkubiert. Fir einen sensitiveren Nachweis wurde gegebenenfalls
statt der ECL-L6sung SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate
verwendet. Zur Detektion wurde ein Rontgenfilm auf die Membran aufgelegt. Dieser
wurde daraufhin in Entwicklerlésung und Fixierlésung gegeben.

2.2.1.6. Immunzytochemie
Fur immunzytochemische Analysen wurden die Zellen auf Deckglaschen kultiviert,
welche vor dem Spilitten in frische 10 cm-Schalen gegeben wurden. Die Deckglaschen
wurden nach Kultivierung der Zellen in eine 24-Well-Platte tberfihrt, mit 1x PBS
gewaschen und danach fur 10 Minuten mit 4 % PFA fixiert. Anschlieend erfolgten drei
Waschschritte mit 1x PBS fur je 5 Minuten und eine Inkubation in Blocklésung (ICC)

fur 25 Minuten bei Raumtemperatur. Danach wurden die Deckglaschen Uber Nacht bei
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4 °C in primarer Antikdrperlésung (ICC) inkubiert. Die Platte wurde hierzu mit einem
Paraffinstreifen abgedichtet in den Kihlschrank gestellt. Am nachsten Tag wurde die
primare Antikérperlésung abgenommen und die Deckglaschen dreimal 5 Minuten mit
1x PBS gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit dem sekundéaren Antikorper
abgedeckt fir 2 Stunden bei Raumtemperatur. Anschlieend erfolgten drei
Waschschritte mit 1x PBS fir je 5 Minuten. Daraufhin wurden die Deckglaschen mit

einem Tropfen Fluorescent Mounting Medium auf Objekttrager aufgelegt.

2.2.2. ,Ex vivo“Versuche
2.2.2.1. Vorbereitung der DNA-L6sungen flr ,ex vivo“ Elektroporation
Fur die ,,ex vivo®Elektroporation wurde 30 pg Plasmid-DNA in 60 pl 1x PBS geldst und
bis zur Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.
Das benottigte Medium in unten stehender Zusammensetzung wurde frisch hergestellt

und maximal 1-2 Tage im Kiuhlschrank aufbewahrt.

Tabelle 16 Medien fur die Verwendung in der ,ex vivo* Elektroporation

Komponente Medium mit FCS Medium ohne FCS
DMEM/F12 36 ml 40 ml

FCS 4 ml -

100x P/S/G 400 pl 400 pl

1000x Insulin 40 pl 40 pl

FCS = fetales Kéalberserum; P/S/G = L-Glutamin mit Penicillin/Streptomycin.

2.2.2.2. Netzhautpraparation
Die Elektroporation erfolgte in murinen Netzhaute von Rs1h”Y-Mausen, welche in den
ersten 24 Stunden nach Geburt (postnataler Tag 0 = p0) enthommen wurden. Es
wurde dabei stets darauf geachtet, drei oder mehr Jungtiere bei der Mutter zu lassen.
Die Tiere wurden durch Dekapitation getdtet. AnschlieBend wurden die Augen frei
prépariert, mit einer gebogenen Pinzette entnommen und in eine Schale mit FCS-
freiem Medium Uberfihrt. Unter dem Mikroskop wurde danach die Netzhaut

einschliel3lich Linse herauspréapariert (71,72).

2.2.2.3. ,Exvivo®Elektroporation
Die ,ex vivo“Elektroporation erfolgte nach Matsuda und Cepko 2004 und 2008 (71,72).
Die Elektroporationskammer wurde zunachst an den Elektroporator (ECM 830
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Electrosquare Porator BTX Harvard Apparatus) angeschlossen, dann die einzelnen
Kammern mit den jeweiligen Elektroporations-Cocktails gefullt. Nicht benétigte
Kammern wurden mit 1x PBS aufgefillt. Im Anschluss daran wurden die Netzhaute so
in den Kammern platziert, dass sie mit der Linse an der mit dem Pluspol verbundenen
Seite festklebten (Abbildung 7). Pro Kammer konnten maximal drei Netzhaute
gleichzeitig elektroporiert werden. Die Elektroporation erfolgte mit den folgenden
Einstellungen: Modus: LV; Stromspannung: 30 V; Anzahl der Pulse: 5; Intervalle:

950 ms; Polaritat: unipolar.

Abbildung 7 Aufbau der Elektro-
Anode Elektroporationskammer porationskammer: In der Mitte
sind die einzelnen Kammern zu
sehen, in denen je drei Netzhéute

¥
Pee Oij?“CD@@ @@@HDGQ gleichzeitig elektroporiert werden
[\
/o

kénnen. Links sind die
Anschlussstellen fir Anode und
Kathode gezeigt. Die Netzhaute
werden fur die Elektroporation mit
der Linse an der Anodenseite
positioniert.

Abbildung: eigene Darstellung.

Netzhaut mit Linse
Kathode

Nach erfolgter Elektroporation wurden die Netzhaute mit Hilfe einer Pinzette je
Konstrukt in eine Schale mit FCS-freiem Medium Uberfuhrt. 10 Minuten spater folgte
der Transfer in Medium mit FCS. Dann wurde eine 6-Well-Platte vorbereitet, indem in
jedes bendtigte Well (1 Well fur je 3 mit demselben Konstrukt behandelten Netzhaute)
3 ml Medium mit FCS sowie ein darauf schwimmender Whatman Filter gegeben
wurde. Nun wurden je 3 Netzhaute getrennt voneinander auf dem Filter platziert und
mit einem Tropfen Medium uberschichtet. Die Inkubation erfolgte im Brutschrank bei
37 °C fur 8 Tage.

2.2.2.4. Fixierung und Einbetten der Netzhaute
Am 8. Tag wurde das Medium abgezogen, die Netzhdute vom Filter gespult und in
1x PBS fur 5 Minuten gewaschen. Danach wurden sie fir 25 Minuten mit 4 % PFA

fixiert. Anschliel3end erfolgten zwei weitere Waschschritte mit 1x PBS fir je 5 Minuten.
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Darauf wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop bei 10-facher Vergrof3erung
Aufsichtbilder (,Flat Mount® Bilder) aufgenommen. Dies diente zur Kontrolle einer
erfolgreichen Elektroporation anhand der GFP-Signale. Hierfir wurden die Netzhéaute
mit der Linse nach unten auf einem Objekttrager platziert. Als Abstandshalter lag in
jeder Ecke ein Glasstickchen, so dass das Deckglaschen die Netzhaute nicht

zerdrickte.

Nach den Aufnahmen wurden die Netzhaute mit 3 ml 30 % Saccharose-L6sung in
Glasgefalie mit Schraubdeckel Uberfuhrt. Diese wurden mit Alufolie umwickelt, um die
Netzhaute moglichst wenig Licht auszusetzen. Es erfolgte eine Inkubation tber Nacht
auf einem Schuttler bei Raumtemperatur. Am folgenden Tag wurden 3 ml O.C.T.
tissue tek hinzugegeben und die GefalRe fur weitere 2 Stunden auf dem Schittler
platziert. Daraufhin wurde samtliche Flissigkeit entfernt und die Netzhaute in 3 ml
O.C.T. tissue tek fur die folgenden 2 Stunden inkubiert. Zuletzt erfolgte die Einbettung
der Netzh&ute mit O.C.T. tissue tek in Einbettwirfeln. Diese wurden zum Durchfrieren

auf Trockeneis positioniert und im Anschluss daran bei -80 °C gelagert.

2.2.2.5. Kryoschnitte
Fur Kryoschnitte wurde der Kryostat Leica CM1850 verwendet. Pro Objekttrager
wurden drei Netzhautschnitte mit einer Schnittdicke von 10 um aufgenommen. Diese

wurden dann bei -80 °C bis zur immunhistochemischen Farbung aufbewabhrt.

2.2.2.6. Immunhistochemie
Fur die Farbung wurden ausgewéhlte Netzhautschnitte aufgetaut und anschlieRend
mit Roti Liquid Barrier Lésung umgrenzt. Nachdem die Netzhaute mit 1x PB
angefeuchtet wurden, wurden sie fur 30 Minuten bei Raumtemperatur in
Blocklésung (IHC) inkubiert. Als néchstes wurden die Schnitte Uber Nacht im
Kihlschrank in der primaren Antikoérperlosung (IHC) inkubiert. Am néchsten Tag
erfolgten drei Waschschritte mit 1x PB fur je 5 Minuten. Danach wurde die sekundére
Antikorperlésung (IHC) zugegeben und fur 30 Minuten abgedeckt bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten mit 1x PB fur je 5 Minuten wurden die
Schnitte mit Fluorescent Mounting Medium Uberschichtet und mit einem Deckglas

abgedeckt.
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2.2.3. In vivo Versuche
Die im folgenden durchgefuhrten Tierversuche wurden zuvor von der Regierung der
Oberpfalz genehmigt (Antragsteller: Prof. Dr. Bernhard Weber, Institut far
Humangenetik, Universitdt Regensburg; Kurzbezeichnung: ,XLRS-Gentherapie®;
Aktenzeichen 54-2432.1-27/12; Antrag vom 06.06.2012).

2.2.3.1. Vorbereiten der DNA-L6sungen fur in vivo Elektroporation
Fur den in vivo Elektroporations-Cocktail wurden 200 pg DNA in 50 pl 1x PBS gel6st
(Endkonzentration DNA: 4 pg/pl) und mit 0,1 % grinem Indikator (Fast Green Tracer)

versetzt.

2.2.3.2. Injektion
Fur die in vivo Versuche wurden Rs1h”Y-Mause innerhalb von 24 Stunden nach der
Geburt (p0) verwendet. Die Injektionen wurden von Dr. Marcus Karlstetter (Institut fur
Experimentelle Immunologie des Auges, Universitatsklinikum Koln) am Insitut far

Humangenetik, Universitat Regensburg, durchgefihrt.

Als erstes wurden die Tiere fir einige Minuten narkotisiert und das Auge mit Kerakain-
Augentropfen anasthesiert. Dann wurde das Augenlid mit einem mit 70 % Ethanol
befeuchteten Wattestabchen abgewischt. Mit einer 30 G % Nadel erfolgte die Offnung
des Lidspaltes. Daraufhin konnte die Haut so gespannt werden, dass das Auge gut
sichtbar war. Als nachstes wurde mit der Spitze der 30 G ¥2 Nadel ein kleiner Einschnitt
in die Sklera nahe der Hornhaut gestochen. Wichtig hierbei war, dass die Nadelspitze
durch die Linse sichtbar war, aber nicht an die Netzhaut heranreichte. Daraufhin
konnte die Hamilton Injektionsnadel durch den Einschnitt ins Auge geflihrt werden.
Sobald die Injektionsnadel durch die Netzhaut den subretinalen Raum erreicht hatte,
war ein Widerstand spurbar und durch die Linse ein leichtes Nachgeben des Auges
sichtbar. Nun wurden ca. 0,5 pl des Elektroporations-Cocktails injiziert. Wenn die
Injektion erfolgreich war, konnten injizierte von nicht-injizierten Stellen der Netzhaut

anhand des grunen Indikators im Elektroporations-Cocktail unterschieden werden.

2.2.3.3. Invivo Elektroporation
Die in vivo Elektroporation wurde modifiziert nach Matsuda und Cepko, 2004 und
2008, durchgefihrt (71,72). Um die Kontaktflache zwischen Elektrode und Maus zu

vergrof3ern, wurden die Elektroden kurz in 1x PBS getaucht und uUberschissige
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Flissigkeit danach abgeschittelt. Mit den Elektroden wurde der Kopf der Maus mit
sanftem Druck umfasst. Dabei wurde die markierte Positivelektrode auf der injizierten
Seite platziert, um die DNA aus dem subretinalen Raum in die Netzhaut zu
elektroporieren. Folgende Einstellungen am Elektroporator wurden verwendet: Modus:
LV; Stromspannung: 80 V; Pulslange: 50 ms; Anzahl der Pulse: 5; Intervalle: 950 ms;

Polaritat: unipolar.

Anschlie3end wurde die Maus unter einer Infrarot-Warmelampe aufgewarmt und das
Augenlid mit einer antibiotika- und kortisonhaltigen Augensalbe (Isoptomax) zur
Infektionsprophylaxe sowie zum Vermeiden potentieller Schmerzen bestrichen. Nach

ausreichender Erholung konnte die Maus zurtick zur Mutter gesetzt werden.

2.2.3.4. Fixierung und Einbetten der Augen 4 und 12 Wochen nach
Elektroporation

Nach 4 bzw. 12 Wochen wurden die Tiere mit CO2-Vergasung und anschlielRendem
Genickbruch getotet. Die Augenentnahme erfolgte mit einer gebogenen Pinzette oder
einer gebogenen Schere. Zum Abwaschen von Blutresten wurden die Augen in
Eppendorf Cups mit 500 pl 1x PBS gegeben. Anschliel3end wurde das 1x PBS entfernt
und die Augen in 500 pl 4 % PFA fur eine Stunde fixiert. Danach erfolgten drei
Waschschritte mit je 500 ul 1x PBS fir jeweils 10 Minuten. Als nachstes wurde 18 %
Saccharose-L6sung dazugegeben und die Augen darin fir 1-2 Stunden inkubiert.
Zuletzt erfolgten nochmals drei Waschschritte mit je 500 pl 1x PBS fir jeweils
10 Minuten. Zum Einbetten wurde O.C.T. tissue tek in die Einbettwirfel gegeben und
daraufhin die Augen mit einer Pinzette am Sehnerv in den Einbettwurfel Gberfuhrt und
in eine waagrechte Position gebracht. Auf Trockeneis positioniert konnte der Wirfel
durchfrieren und wurde dann bei -80 °C gelagert. Von den eingebetteten Augen
wurden Kryoschnitte (siehe 2.2.2.5) und anschlieRend immunhistochemische
Analysen (2.2.2.6) durchgeflhrt.

2.2.3.5. Zahlung der Zapfen
Als Merkmal fir den Zustand der Netzhaut wurde die Anzahl der Zapfen
herangezogen. Dafir wurden die Kryoschnitte mit PNA gefarbt. Mit dem Programm
Image J wurde zunéachst der Bildausschnitt auf die Photorezeptorschicht begrenzt.
Durch einen Filter konnten alle Punkte tber einer bestimmten Grél3e, die auch optisch

als Zapfen identifiziert wurden, markiert und ausgezahlt werden (Abbildung 8). Von
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einem Netzhautschnitt wurden samtliche Abschnitte unter dem Mikroskop
abfotografiert und mit Image J ausgezahlt. Aus den daraus gewonnen Zahlen erfolgte

die Darstellung in Diagrammen mittels GraphPad Prism.

Abbildung 8 Zahlung der Zapfen mittels
Image J. Die im Netzhautabschnitt mit PNA
gefarbten Zapfen wurden von Image J ab
einer vorgegebenen GrofRe identifiziert,
farbig markiert und ausgezahlt. In diesem
Beispiel wurden 37 Zapfen markiert und
ausgezahlt.

2.2.3.6. Schisisbestimmung

Zur Ermittlung der Schisis wurden die immunhistochemisch-gefarbten Bilder
verwendet und die Netzhautschisis optisch in 10 %-Schritten zwischen 0 % und 100 %
eingeteilt (beispielhaft dargestellt in Abbildung 9). Dabei entsprach 0 % keiner
sichtbaren Schisis und 100 % kompletter Schisis, d.h. keiner sichtbaren Adh&sion
zwischen den Netzhautschichten. Diese Werte wurden dann wiederum mittels

GraphPad Prism in Diagramme Ubertragen.
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Schisis: 20 % 40 % 60 %

Schisis: 80 % 100 %

Abbildung 9 Einteilung der Schisis zwischen 0 % und 100 %. Hier beispielhaft 5 DAPI gefarbte
Netzhautschnitte von Rs1h”Y-Netzhautabschnitten mit einer Schisis von 20 % (a), 40 % (b), 60 % (c),
80 % (d) und 100 % (e).

2.2.3.7. Messung der Photorezeptordegeneration
Zur Ermittlung der Photorezeptordegeneration wurde die aul3ere Kérnerschicht (ONL)
vermessen. In die Messungen wurden nur behandelte Netzhautstellen (ersichtlich
anhand des GFP-Signals) eingeschlossen. Die erhobenen Daten wurden pro
Konstrukt, Zeitpunkt und Maus gemittelt und mittels GraphPad Prism in Diagrammen

dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Darstellung der verwendeten Konstrukte
In dieser Arbeit sollten erste Untersuchungen zu einem gentherapeutischen Ansatz
zur Behandlung der XLRS vorgenommen werden. In diesem Ansatz soll RS1 in der
Netzhaut heterolog unter der Kontrolle der Zell-spezifischen regulatorischen Elemente
des RS1-Gens exprimiert werden. Fur die Vorversuche wurden verschiedene RS1-
Expressionsvektoren und Kontrollvektoren verwendet. Als Kontrolle diente ein GFP-
Expressionsvektor. Hier wurde die kodierende Sequenz von GFP unter die Kontrolle
des CMV-Promotors gestellt (ocDNA3_GFP, Abbildung 10 (a)). In diesen Vektor
wurden verschiedene RS1-Expressionskassetten eingefligt, wobei das koexprimierte

GFP zur Transfektions- und Elektroporationskontrolle herangezogen werden konnte.

In der ersten RS1-Expressionskassette wurde die kodierende Sequenz von RS1 unter
die Kontrolle des murinen Opsin-Promotors gestellt (Abbildung 10 (b)). Der hieraus
entstandene Vektor, pcDNA3_mOPS-RS1, diente als Positivkontrolle, da unter
Verwendung dieses RSI1-Expressionskonstruktes eine  gentherapeutische
Behandlung im Mausmodell bereits erfolgreich war (63,66).

Die zweite RS1-Expressionskassette war diejenige, welche zu ihrer mdglichen
Verwendung bei der gentherapeutischen Behandlung an XLRS-Patienten getestet
werden sollte (Abbildung 10 (c)). Sie enthielt die von Kraus et al. (32) identifizierten
regulatorischen Elemente des humanen RS1-Gens sowie die kodierende Sequenz von
RS1 in nachfolgender Zusammensetzung. Die stromaufwarts gelegene CpG-Insel
wurde direkt vor den RS1-Minimalpromotor gesetzt. Um die im Intron 1 gelegenen
regulatorischen Elemente an physiologischer Position einzubringen, wurde das
Intron 1 zwischen Exon 1 und Exon 2 belassen, die anderen Exone folgten ohne
weitere Introne entsprechend der kodierenden Sequenz. Der pcDNA3_GFP-Vektor, in

den diese Kassette eingebracht wurde, wurde pcDNA3_natives-RS1 genannt.

Die dritte RS1-Expressionskassette war identisch zur zweiten, enthielt jedoch
zusatzlich einen N-terminalen Myc-Tag, welcher direkt im Anschluss an das
Signalpeptid eingefigt wurde (Abbildung 10 (d)). Dadurch kodnnte in spéteren

Versuchen an wildtypischen Mausen oder Rhesusaffen zwischen eingebrachtem und
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endogenem Retinoschisin unterschieden werden. Der mit dieser Expressionskassette
versehene pcDNA3_GFP-Vektor wurde pcDNA3_Myc-RS1 genannt.

Diese Vektoren wurden bereits zuvor am Institut fur Humangenetik der Universitat
Regensburg generiert.

(@) Grundgerist pcDNA3_GFP:

RS1 = Insertionsstelle fir RS1-
- BGy .
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(b) pcDNA3_mOPS-RS1:

[muriner Opsin-Promotor] BGH-Poly A

(c) pcDNA3_natives-RS1:
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(d) pcDNA3_Myc-RS1:
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Abbildung 10 Schematische Darstellung der verwendeten Vektorkonstrukte. Das Grundgeriist
pcDNA3_GFP (a) enthélt die kodierende Sequenz fir GFP unter der Kontrolle eines CMV-
Promotors. Der Vektor pcDNA3_mOPS-RS1 (b) enthélt eine RS1-Expressionskassette, bei welcher
das RS1-Gen wunter der Kontrolle des murinen Opsin-Promotors steht. Der Vektor
pcDNA3_natives-RS1 (c) enthélt eine RS1-Expressionkassette, in welcher die kodierende Sequenz
von RS1 unter der Kontrolle der von Kraus et al. (32) identifizierten regulatorischen Elemente steht.
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Der Vektor pcDNA3_Myc-RS1 (d) enthalt dieselbe RS1-Expressionskassette, bei welcher RS1
jedoch zusétzlich mit einem N-terminalen Myc-Tag in Exon 2 versehen wurde. Alle RS1-
Expressionskassetten enthalten eine BGH-Polyadenylierungssequenz (BGH-Poly A) hinter dem
Stopcodon des RS1.

Im ersten Versuchsteil wurden die Vektorkonstrukte mit den RSI1-
Expressionskassetten zunachst in Zellkultur an verschiedenen retinalen (661W, Y-79)
und nicht-retinalen (HEK293) Zelllinien getestet (in vitro). Zusatzlich wurde die
Induzierbarkeit der RS1-Expression durch den Photorezeptor-spezifischen
Transkriptionsfaktor CRX Uberprift (33).

Im néchsten Schritt wurden die Vektorkonstrukte in murinen Netzhautexplantaten
getestet. Dazu wurden die Konstrukte in explantierte Netzhaute von Rs1h”Y-Mause
elektroporiert und nach 8-tagiger Inkubation auf RS1-Expression uberpruft (,ex vivo®).
Im dritten Versuchsteil wurden die Vektorkonstrukte an lebenden Rslh”Y-Mause
getestet (in vivo). Dabei galt es zu Uberprifen, ob nach einer einmaligen Behandlung
im Mausauge eine langerfristige RS1-Expression ausgehend von dem neuartigen
RS1-Expressionskonstrukt und somit letztlich ein anhaltender Behandlungserfolg
erzielt werden kann. Aullerdem sollten Unterschiede in RS1-Expresion und
Behandlungserfolg zwischen dem neuen RS1-Gentherapiekonstrukt
(pcDNA3_natives-RS1) und dem schon getesteten pcDNA3_mOPS-RS1, bei
welchem RS1 unter der Kontrolle des murinen Opsin-Promotors steht, ermittelt

werden.

3.2. Expressionsanalyse in Zelllinien (in vitro Versuche)
Die RS1-Expression der verschiedenen RS1-Expressionskassetten wurde zunachst
an drei Zelllinien, HEK293, 661W und Y-79, getestet. Bei HEK293 handelt es sich um
eine humane Nierenzelllinie. 661W ist eine murine und Y-79 eine humane retinale
Zelllinie. Die 4 oben genannten Vektoren (pcDNA3-GFP, pcDNA3 _mOPS-RS1,
pcDNA3-GFP-natives RS1, pcDNA3_Myc-RS1) wurden tber Transfektion in HEK293,
661W und Y-79-Zellen eingebracht. Sowohl der murine Opsin-Promotor als auch der
RS1-Promotor werden durch den retinaspezifischen Transkriptionsfaktor CRX aktiviert
(33). Dieser wird von 661W- und Y-79-Zellen endogen exprimiert, nicht jedoch von
HEK293-Zellen (32). Deswegen wurden in HEK293-Zellen zusatzliche Anséatze
durchgefthrt, in welchen ein CRX-Expressionsvektor (pcDNA4_CRX) kotransfiziert

wurde.
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Im ersten Schritt wurde der Erfolg der Transfektion anhand der GFP-Expression unter
dem Fluoreszenzmikroskop Uberprift. Dabei zeigte sich bei den HEK293-Zellen eine
Transfektionseffizienz von etwa 70 % (Abbildung 11).

Abbildung 11 Kontrolle des Transfektionserfolgs in HEK293-Zellen, die nicht transfiziert wurden (a),
mit pcDNA3_GFP + pcDNA4_CRX (b), pcDNA3_mOPS-RS1 (c), pcDNA3_mOPS-RS1 + pcDNA4_
CRX (d), pcDNA3_natives-RS1 (e), pcDNA3_natives-RS1 + pcDNA4_CRX (f), pcDNA3_Myc-RS1 (g),
pcDNA3_Myc-RS1 + pcDNA4_CRX (h) transfiziert wurden. Anhand der GFP-Expression (weil3
leuchtende Zellen in den rechten Teilbildern von (a-h)) konnte die Transfektionseffizienz unter dem
Mikroskop vor dem Ernten der Zellen kontrolliert werden.

DL = Durchlichtaufnahme, GFP = griin fluoreszierendes Protein.

Die Transfektionseffizienz der 661W-Zellen (Abbildung 12) und Y-79-Zellen (Abbildung
13) war mit etwa 30 % bzw. 20 % deutlich geringer.



Abbildung 12 Kontrolle des Transfektionserfolgs in 661W-Zellen, die nicht transfiziert wurden (a),
mit pcDNA3_GFP (b), pcDNA3_mOPS-RS1 (c), pcDNA3_natives-RS1 (d), pcDNA3_Myc-RS1 (e)
transfiziert wurden. Anhand der GFP-Expression (weil3 leuchtende Zellen in den rechten Teilbildern von
(a-e)) konnte die Transfektionseffizienz unter dem Mikroskop vor dem Ernten der Zellen kontrolliert
werden. DL = Durchlichtaufnahme, GFP = griin fluoreszierendes Protein.

Abbildung 13 Kontrolle des Transfektionserfolgs in Y-79-Zellen, die nicht transfiziert wurden (a), mit
pcDNA3_GFP (b), pcDNA3_mOPS-RS1 (c), pcDNA3_natives-RS1 (d), pcDNA3_Myc-RS1 (e)
transfiziert wurden. Anhand der GFP-Expression (weil3 leuchtende Zellen in den rechten Teilbildern von
(a-e)) konnte die Transfektionseffizienz unter dem Mikroskop vor dem Ernten der Zellen kontrolliert
werden. DL = Durchlichtaufnahme, GFP = griin fluoreszierendes Protein.

Im nachsten Schritt erfolgte an den transfizierten Zellen tber Western Blot die Analyse
der heterologen RS1-Expression (Abbildung 14). Hierfir wurde im Zellkulturmedium
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die Menge an sezerniertem Retinoschisin tberprift. Zur Transfektionskontrolle wurde
die intrazellulare GFP-Menge in den Zellen verfolgt. Eine Farbung gegen B-Aktin

diente als Ladekontrolle.

Bei den HEK293-Zellen wurden in allen Ansatzen, die mit pcDNA3_GFP-Vektoren
transfiziert worden waren, starke Signale fir GFP erhalten. Dabei wurde festgestellt,
dass Zellen, welche zusatzlich mit pcDNA4 CRX kotransfiziert worden waren,
geringere Mengen an GFP produzierten. Durch die Kotransfektion wurde also
offensichtlich die Transfektionseffizienz der pcDNA3_GFP-Vektoren beeintrachtigt.
Retinoschisin wurde in den Uberstanden aller mit RS1-Expressionskonstrukten
transfizierter HEK293-Zellen detektiert. Es zeigte sich eine deutliche Steigerung der
RS1-Expression durch Kotransfektion mit dem CRX-Expressionsvektor (Abbildung 14
(a)). Das Molekulargewicht des Myc-getaggten Retinoschisin-Proteins war leicht
grol3er als die Retinoschisin-Bande mit ungetagtem Retinoschisin. Dies zeigt das
durch den angehefteten Myc-Tag grof3ere Molekulargewicht des Myc-getagten

Retinoschisins.

Auch bei den retinalen Zelllinien 661W (Abbildung 14 (b) und Y-79 (Abbildung 14 (c))
konnte in allen Ansatzen, die mit pcDNA3_GFP-Expressionsvektoren transfiziert
worden waren, GFP nachgewiesen werden. Im Uberstand zeigte sich in Ansatzen, die
mit RS1-Expressionskonstrukten transfiziert worden waren, die erfolgreiche
Retinoschisin-Produktion und -Sekretion. Das Molekulargewicht des Myc-getagten
Retinoschisin im Ansatz mit pcDNA3_Myc-RS1 war wiederum etwas grof3er als das

des ungetagten Retinoschisins.
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Abbildung 14 Western Blot Analysen der RS1-Expression ausgehend von verschiedenen RS1-
Expressionskonstrukten HEK293-Zellen (a), 661W-Zellen (b) und Y-79-Zellen (c) wurden mit
pcDNA3_GFP (1), pcDNA3_mOPS-RS1 (2), pcDNA3 natives-RS1 (3) und pcDNA3_Myc-RS1 (4)
transfiziert. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen (5). Da es sich bei den HEK293-Zellen um
humane embryonale Nierenzellen handelt, die keine endogene Expression des Transkriptionsfaktors
CRX aufweisen, wurden diese mit (+) oder ohne (-) pcDNA4_CRX kotransfiziert. 48 Stunden nach
Transfektion erfolgten Western Blot Analysen mit Antikbrpern gegen Retinoschisin und GFP. Als
Ladekontrolle diente die 3-Aktin-Farbung.

Zusatzlich wurde die heterologe RS1-Expression in HEK293-Zellen mittels
Immunzytochemie Uberprift (Abbildung 15). Unter dem Mikroskop konnte hier bei allen
mit pcDNA3_GFP-Expressionsvektoren transfizierten Zellen eine GFP-Fluoreszenz
nachgewiesen werden (Abbildung 15 (b-h)). In Zellen, die mit den RS1-
Expressionsvektoren transfiziert worden waren, zeigten sich nach Farbung mit einem
anti-Retinoschisin-Antikorper ebenfalls spezifische Signale (Abbildung 15 (c-h)).
Starkere Retinoschisin-Signale wurden in den Zellen erhalten, die zusatzlich mit dem

CRX-Expressionsvektor transfiziert worden waren (Abbildung 15 (d, f, h) im Vergleich
zu (c, e, 9)).
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Abbildung 15 Immunzytochemische Analyse von HEK293-Zellen, die mit den neu generierten RS1-
Expressionsvektoren transfiziert worden waren, Retinoschisin-Farbung. HEK293-Zellen wurden
mit verschiedenen Expressionskonstrukten transfiziert. Nach 48 Stunden wurden immunzytochemische
Analysen durchgefihrt. Als Kontrolle werden unbehandelte HEK293-Zellen (a), sowie mit pcDNA3_GFP
+ pcDNA4_CRX (b) transfizierte Zellen gezeigt. Zusatzlich wurden die Zellen mit pcDNA3_mOPS-
RS1 (c), pcDNA3_mOPS-RS1 + pcDNA4_CRX (d), pcDNA3_natives-RS1 (e), pcDNA3_natives-RS1 +
pcDNA4_CRX (f), pcDNA3_Myc-RS1 (g), sowie pcDNA3_Myc-RS1 + pcDNA4_CRX (h) transfiziert.

In der ersten Spalte wurden die Zellkerne mit DAPI visualisiert. In der zweiten stellten sich transfizierte
Zellen aufgrund der Fluoreszenz von GFP griin dar. Die dritte Spalte zeigt Zellen, die mit dem anti-
Retinoschisin-Antikdrper markiert sind (rot).
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In einer weiteren immunzytochemischen Farbung mit anti-Myc-Antikérpern (Abbildung
16) wurden spezifische Signale in den Zellen erhalten, die mit pcDNA_Myc-RS1
transfiziert worden waren und somit Myc-getagtes Retinoschisin exprimierten
(Abbildung 16 (c, d)). Auch hier zeigten sich starkere Signale in den HEK293-Zellen,
die zusatzlich zum pcDNA3_Myc-RS1-Vektor mit dem CRX-Expressionsvektor

kotransfiziert worden waren.

(a) pcDNA3_

natives-RS1

(b) pcDNA3_ Bl

natives-RS1 +
Myc

(c) pcDNA3_
Myc-RS1

(d) pcDNA3
Myc-RS1 +
pcDNA4 CRX

pcDNA4 CRX

Abbildung 16 Immunzytochemische Analyse von HEK293-Zellen, die mit den neu generierten RS1-
Expressionsvektoren transfiziert worden waren, Myc-Farbung. HEK293-Zellen wurden mit
pcDNAS3_natives-RS1 (a), pcDNA3_natives-RS1 + pcDNA4_CRX (b), pcDNA3_Myc-RS1 (c), sowie
pcDNA3_Myc-RS1 + pcDNA4_CRX (d) transfiziert. Nach 48 Stunden wurden immunzytochemische
Analysen durchgefihrt. In der ersten Spalte wurden die Zellkerne mit DAPI visualisiert. In der zweiten
stellten sich transfizierte Zellen aufgrund der Fluoreszenz von GFP grin dar. Die dritte Spalte zeigt
Zellen, die mit dem anti-Myc-Antikérper markiert sind (rot).

Zusammenfassend deuten die in vitro Analysen darauf hin, dass eine heterologe RS1-
Expression ausgehend vom neuartigen Gentherapiekonstrukt (pcDNA3_natives-RS1)
moglich und nachweisbar ist. Im n&chsten Schritt wurde deswegen die Expression in

der murinen Netzhaut getestet.
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3.3. Expressionsanalyse in explantierten Netzhéauten (,ex vivo*
Versuche)

Im folgenden Versuchsteil wurde die RS1-Expression ausgehend von den Konstrukten
pcDNA3_GFP, pcDNA3_mOPS-RS1, pcDNA3 natives-RS1, pcDNA3_Myc-RS1 in
murinen Rslh”Y-Netzhautexplantaten getestet. Fur diese Versuche wurde
neugeborenen Rslh”Y-Mausen die Netzhaut entnommen. In diese wurden durch
Elektroporation die Konstrukte eingeschleust. Es folgte eine 8-tagige Kultivierung der
elektroporierten Netzhautexplantate, welche die heterologe Expression ausgehend

von den elektroporierten Expressionskonstrukten ermdglichen sollte (71,72).

Nach 8 Tagen wurde zunachst die Elektroporationseffizienz anhand der GFP-
Fluoreszenz kontrolliert. Hierfir wurden Aufsichtbilder (,Flat Mount® Bilder) auf die
Netzhdute am Fluoreszenzmikroskop erstellt. In allen elektroporierten Netzhaute
zeigten sich GFP-Signale und somit eine erfolgreiche Elektroporation (beispielhaft

gezeigt in Abbildung 17).

Abbildung 17 Aufsichtsbild auf zwei Rs1h”Y-Netzhaute nach ,,ex vivo* Elektroporation. Murine
Rs1h”Y-Netzhaute wurden mit pcDNA3_natives-RS1 (links) bzw. mit Kontrolllésung (rechts,
Elektroporationscocktail ohne GFP-Expressionsvektor) elektroporiert (71,72) und fur 8 Tage kultiviert.
Im Anschluss erfolgte eine Untersuchung der Elektroporationseffizienz, indem Aufsichtbilder von der
Netzhaut im Fluoreszenzmikroskop erstellt wurden.

Im Anschluss wurden die explantierten Netzhdute eingebettet und Kryoschnitte dieser
Explantate immunhistochemisch untersucht. Dabei konnten in keiner der
elektroporierten Netzhdute spezifische Retinoschisin-Signale detektiert werden.
(Abbildung 18). Es wurde lediglich eine schwache Hintergrundfarbung in allen

Explantaten erhalten, die sich jedoch nicht zwischen den kontrollbehandelten
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Netzhauten, die nur mit pcDNA3_GFP elektroporiert worden waren, und den mit den
RS1-Expressionsvektoren  (pcDNA3_mOPS-RS1, pcDNA3 natives-RS1  und
pcDNA3_Myc-RS1) elektroporierten Netzhauten unterschieden. Nicht nur ausgehend
von den neu generierten RS1-Expressionskassetten (pcDNA3_natives-RS1 und
pcDNA3_Myc-RS1), sondern auch ausgehend von pcDNA3_mOPS-RS1 fand keine
RS1-Expression in den Netzhauten statt. Die RS1-Expression ausgehend von der
pcDNA3_mOPS-RS1-Expressionskassette wurde zuvor jedoch schon erfolgreich in
Rs1h”Y-M&usen gezeigt (16,66). Zur Charakterisierung der Genexpressionsvektoren
war die Elektroporation in 0 Tage alte Rslh”Y-Netzhaute also offensichtlich nicht

geeignet.
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Abbildung 18 Immunhistochemische Analyse von Rsl1lh”Y-Netzhauten nach ,ex vivo*

Elektroporation mit verschiedenen RS1-Expressionsvektoren. Murine Rs1h”Y-Netzhaute wurden

mit pcDNA3_GFP (a), pcDNA3_mOPS-RS1 (b), pcDNA3_natives-RS1 (c) und pcDNA3_Myc-RS1

(d) elektroporiert (71,72) und fur 8 Tage kultiviert. Im Anschluss wurden immunhistochemische

Analysen durchgefihrt. In der ersten Spalte wurden die Zellkerne mit DAPI visualisiert. In der zweiten

stellten sich transfizierte Zellen aufgrund der Fluoreszenz von GFP griin dar. Die dritte Spalte zeigt

die Farbung mit dem anti-Retinoschisin-Antikérper (rot). Die vierte Spalte stellt die Ubereinander

gelagerten Bilder der anderen drei Spalten dar (merge).

IS = innere Segmente; ONL = &ulRere Kdrnerschicht; OPL = aul3ere plexiformen Schicht; INL = innere
Kdrnerschicht; IPL = innere plexiforme Schicht; GCL = Ganglienzellschicht.
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3.4. Expressionsanalyse in Rs1h”Y-Mausen (in vivo Versuche)
SchlieRlich wurden die Vektoren in vivo an Rslh”Y-Mausen getestet. Zu diesen
Versuchen konnte die Unterstiitzung von Prof. Dr. Thomas Langmann und Dr. Marcus
Karlstetter, Institut fir Experimentelle Immunologie des Auges, Universitatsklinikum
Kdln, gewonnen werden. Mit Hilfe von Dr. Karlstetter wurden die Konstrukte in das
Auge neugeborener Rs1h”Y-Mause injiziert und elektroporiert. Fir die in vivo Versuche
wurden die Konstrukte pcDNA3_mOPS-RS1 und pcDNA3_natives-RS1 getestet. Pro
Zeitpunkt (4 bzw. 12 Wochen nach Elektroporation) und Konstrukt wurden je vier
Mause behandelt. Nach 4 bzw. 12 Wochen wurden die Tiere getdtet und die Augen
entnommen, das kontralaterale, nicht-injizierte Auge diente als Kontrolle. Es folgte die

immunhistochemische Analyse von Kryoschnitten dieser Augen.

Sowohl nach 4-wdchiger (Abbildung 19) als auch nach 12-woéchiger (Abbildung 20)
Behandlung waren in allen behandelten Augen im Gegensatz zu den unbehandelten
Augen starke GFP-Signale zu erkennen. Dies zeigt die erfolgreiche Aufnahme der

Konstrukte in die Netzhaut mittels Elektroporation.

Bei Augen, die mit pcDNA3_mOPS-RS1 elektroporiert worden waren, zeigten sich
nach 4 und 12 Wochen spezifische Retinoschisin-Signale (Abbildung 19 und
Abbildung 20). Bei den mit pcDNA3_natives-RS1 behandelten Augen zeigte sich nach
4 Wochen nur ein schwaches Retinoschisin-Signal (Abbildung 19), nach 12 Wochen
wurden hier starkere Signale nachgewiesen, die in etwa mit der Signalintensitat in den
mit pcDNA3_mOPS-RS1 behandelten Augen vergleichbar war (Abbildung 20).
Insgesamt waren die erhaltenen Retinoschisin-Signale jedoch schwach, und konnten

in machen Bereichen kaum vom Hintergrund unterschieden werden.
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(a) pcDNAS _
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Abbildung 19 Immunhistochemische Analyse zur Ermittlung der heterologen RS1-Expression
von Rslh”Y-Netzhauten 4 Wochen nach in vivo Elektroporation mit verschiedenen RS1-
Expressionsvektoren. Murine Rs1h”Y-Netzhaute wurden zu p0 in vivo mit pcDNA3_mOPS-RS1 (a)
und pcDNA3 natives-RS1 (b) elektroporiert. Unbehandelte Augen (c) dienten als Kontrolle.
4 Wochen nach Elektroporation wurden immunhistochemische Analysen durchgefiihrt. In der ersten
Spalte wurden die Zellkerne mit DAPI visualisiert. In der zweiten stellten sich transfizierte Zellen
aufgrund der Fluoreszenz von GFP grin dar. Die dritte Spalte zeigt die Farbung mit dem anti-
Retinoschisin-Antikorper (rot). Die vierte Spalte stellt die Ubereinander gelagerten Bilder der anderen
drei Spalten dar (merge).

IS = innere Segmente; ONL = dul3ere Kornerschicht; OPL = &ul3ere plexiformen Schicht; INL = innere
Kornerschicht; IPL = innere plexiforme Schicht; GCL = Ganglienzellschicht.
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Abbildung 20 Immunhistochemische Analyse zur Ermittlung der heterologen RS1-Expression
von Rsi1h”Y-Netzhauten 12 Wochen nach in vivo Elektroporation mit verschiedenen RS1-
Expressionsvektoren. Murine Rs1hY-Netzhaute wurden zu pO in vivo mit pcDNA3_mOPS-RS1 (a)
und pcDNA3_natives-RS1 (b) elektroporiert. Unbehandelte Augen (c) dienten als Kontrolle.
12 Wochen nach Elektroporation wurden immunhistochemische Analysen durchgefihrt. In der ersten
Spalte wurden die Zellkerne mit DAPI visualisiert. In der zweiten stellten sich transfizierte Zellen
aufgrund der Fluoreszenz von GFP grin dar. Die dritte Spalte zeigt die Farbung mit dem anti-
Retinoschisin-Antikorper (rot). Die vierte Spalte stellt die Gibereinander gelagerten Bilder der anderen
drei Spalten dar (merge).

IS = innere Segmente; ONL = aulRere Kérnerschicht; OPL = &ulRere plexiformen Schicht; INL = innere
Koérnerschicht; IPL = innere plexiforme Schicht; GCL = Ganglienzellschicht.

Da Retinoschisin die Lokalisation der retinalen Na/K-ATPase beeinflusst (73), wurde
Uberprift, ob auch ein Einfluss der gentherapeutischen Behandlung auf die Na/K-
ATPase-Lokalisation detektiert werden kann. Hierfir wurde in den Explantaten die
ATP1B2-Untereinheit der retinalen Na/K-ATPase immunohistochemisch gefarbt
(Abbildung 21). Nach 4-wdchiger Behandlung wurde ein leichter Unterschied in der
Na/K-ATPase-Lokalisation zwischen unbehandelten Augen und behandelten Augen
detektiert. Insbesondere in den mit pcDNA3_mOPS-RS1 behandelten Augen erschien
eine leichte Anreicherung der Na/K-ATPase-Signale in den inneren Segmenten,
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wohingegen die Signalintensitat in den Kernschichten im Vergleich zu unbehandelten
Zellen leicht abnahm. Bei den 12-Wochen alten Tieren war aufgrund der stark
fortgeschrittenen retinalen Degeneration auch in elektroporierten Bereichen eine

vergleichbare Darstellungen der Na/K-ATPase Lokalisation nicht mehr moglich.

(a) pcDNA3 ’ Na/K-ATPase
mMOPS-RS1 o

(b) pcDNA3 Na/K-ATPase
natives-RS1

(C) RS1h-/Y Na/K-ATPase

unbehandelt

Abbildung 21 Immunhistochemische Analyse von Rsl1lh”Y-Netzhauten zur Bestimmung der
Na/K-ATPase-Lokalisation nach in vivo Elektroporation mit verschiedenen RSI1-
Expressionsvektoren. Murine Rs1h”Y-Netzhaute wurden zu p0 in vivo mit pcDNA3_mOPS-RS1 (a)
und pcDNA3_natives-RS1 (b) elektroporiert. Unbehandelte Augen (c) dienten als Kontrolle.
4 Wochen nach Elektroporation wurden immunhistochemische Analysen durchgefuihrt. In der ersten
Spalte wurden die Zellkerne mit DAPI visualisiert. In der zweiten stellten sich transfizierte Zellen
aufgrund der Fluoreszenz von GFP griin dar. Die dritte Spalte zeigt die Farbung mit dem anti-ATP132-
Antikorper (rot). Die vierte Spalte stellt die Ubereinander gelagerten Bilder der anderen drei Spalten
dar (merge).

IS = innere Segmente; ONL = aul3ere Kérnerschicht; OPL = dul3ere plexiformen Schicht; INL = innere
Kdrnerschicht; IPL = innere plexiforme Schicht; GCL = Ganglienzellschicht.

Im né&chsten Schritt wurde ein Einfluss der gentherapeutischen Behandlung auf die
Photorezeptordegeneration untesucht. Hierflr wurde die Anzahl an Zapfen nach PNA-
Farbung ermittelt. Mithilfe des Programms Image J wurden die mit PNA gefarbten

Zapfen in einem kompletten Netzhautschnitt ausgezahlt. Im Kontrollauge wurde ein
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Netzhautabschnitt mit vergleichbarer Entfernung zum Sehnerv wie im behandleten
Auge gewahlt und ebenfalls die mit PNA gefarbten Zapfen ausgezahlt. Aus den
gewonnenen Daten wurden die Mittelwerte pro Netzhautschnitt hergenommen und die
Ergenisse aus den einzelnen Versuchsgruppen (3-4 Tiere pro Gentherapievektor plus
Kontrollaugen) mit GraphPad Prism zusammengefasst und in Diagrammen dargestellt.
Zunachst zeigte sich eine generelle Abnahme der Zapfenzahl bei 12 Wochen alten
Tieren im Vergleich zu 4 Wochen alten Tieren (Abbildung 22), was im Einklang mit der
fortschreitenden Netzhautdegeneration im Rs1h”Y-Mausmodell steht (49).

Erstaunlicherweise wiesen jedoch die behandelten Netzhaute eine geringere
Zapfenanzahl als die unbehandelten auf (Abbildung 22). Dies deutet auf eine

Schadigung der Netzhaut aufgrund der angewandten Behandlung hin.
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Abbildung 22 Immunhistochemische Analyse zur Ermittlung der Photorezeptordegeneration
von Rslh”-Netzhauten nach in vivo Elektroporation mit verschiedenen RSI1-
Expressionsvektoren. Murine Rs1h”Y-Netzhaute wurden zu pO in vivo mit pcDNA3_mOPS-RS1
(a, d) und pcDNA3_natives-RS1 (b, e) elektroporiert. Unbehandelte Augen (c, f) dienten als Kontrolle.
4 (a-c) bzw. 12 (d-f) Wochen nach Elektroporation wurden histochemische Analysen durchgefiihrt. In
der ersten Spalte wurden die Zellkerne mit DAPI visualisiert. In der zweiten Spalte stellten sich
transfizierte Zellen aufgrund der Fluoreszenz von GFP griin dar. Die dritte Spalte zeigt die Farbung
mit PNA (rot). Mit Image J wurden unbehandelte und behandelte Netzhautschnitte komplett
ausgezahlt und die Mittelwerte sowie die Standardabweichung pro Versuchsgruppe errechnet (g).
IS = innere Segmente; ONL = aulRere Kérnerschicht.
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In einem weiteren Schritt wurde zuséatzlich die Dicke der &ulReren Kdrnerschicht (ONL)
verglichen, welche bei Rslh”Y-Mausen im Zuge der progressiven degenerativen
Prozesse mit fortschreitendem Alter abnimmt (16). Es wurden nur Daten von
Netzhautsegmenten eingeschlossen, die GFP-Signale zeigten und somit die
Konstrukte mittels Elektroporation aufgenommen hatten. Es wurde darauf geachtet im
Kontrollauge einen Netzhautabschnitt mit ahnlicher Entfernung zum Sehnerv wie bei
der elektroporierten Stelle im behandelten Auge fir die Messung zu analysieren. Die
Messung der Kornerschichtdicke erfolgte mittels Image J. Abbildung 23 zeigt die
Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Messwerte. Bei allen
behandelten Tieren zeigte sich hier eine Reduktion der Schichtdicke der &uf3eren
Kdrnerschicht im Vergleich zu unbehandelten Tieren. Dies deutet erneut auf einen

schadigenden Effekt der angewandten Behandlung hin.
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Abbildung 23 Ermittlung der Dicke der duReren Kérnerschicht von Rs1h”Y-Netzhauten nach in
vivo Elektroporation mit verschiedenen RS1-Expressionsvektoren. Murine Rslh”Y-Netzhaute
wurden zu pO0 in vivo mit pcDNA3_mOPS-RS1 und pcDNA3_natives-RS1 elektroporiert.
Unbehandelte Augen dienten als Kontrolle. 4 bzw. 12 Wochen nach Elektroporation wurden
immunhistochemische Analysen (DAPI-gefarbte Praparate) zur Bestimmung der Dicke der aul3eren
Kornerschicht (ONL) durchgefihrt. Die Schickdicken wurden mittels Image J gemessen. Dargestellt
sind die Mittelwerte und Standardabweichung aus je 4 gleich behandelten Augen.

Schlief3lich wurde der Einfluss der gentherapeutischen Behandlung auf die Schisis
ermittelt. Hierbei wurde der Grad der Netzhautschisis auf DAPI-gefarbten Bildern
(prozentualer Anteil der von der Schisis betroffenen Netzhautregionen an der
gesamten Netzhaut) in 10 % Schritten zwischen 0 % und 100 % pro Netzhautabschnitt
eingeteilt (beispielhaft gezeigt in Methoden 2.2.3.6 Schisisbestimmung). Die
Mittelwerte der einzelnen Messwerte dieser Messungen sind in Abbildung 24
dargestellt. Nach 4 Wochen zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Schisis

zwischen unbehandelten und behandelten Augen. Nach 12-wdchiger Behandlung
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wurde in den mit den RS1-Expressionskonstrukten behandelten Augen eine geringere
Schisis beobachtet als in den unbehandelten Augen. Aufgrund hoher

Standardabweichungen in den unbehandelten Augen wurde jedoch keine statistische
Signifikanz erzielt (Abbildung 24).
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Abbildung 24 Schisisbestimmung von Rs1h”Y-Netzhauten nach in vivo Elektroporation mit
verschiedenen RS1-Expressionsvektoren. Murine Rslh”Y-Netzhdute wurden zu pO in vivo mit
pcDNA3_mOPS-RS1 und pcDNAS3_natives-RS1 elektroporiert. Unbehandelte Augen dienten als
Kontrolle. 4 bzw. 12 Wochen nach Elektroporation wurden immunhistochemische Analysen (DAPI-
gefarbte Praparate) zur Bestimmung der Schisis durchgefihrt. Der Aufspaltungsgrad der
Netzhautschichten wurde prozentual in 10 % Schritten zwischen 0 % und 100 % eingeteilt. Dargestellt
sind die Mittelwerte und Standardabweichung aus je 4 gleich behandelten Augen.
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4. Diskussion und Ausblick

In dieser Arbeit wurde ein neuartiges RS1-Expressionskonstrukt (pcDNA3_natives-
RS1) zur Gentherapie der XLRS getestet, bei welchem die RS1-Expression unter die
Kontrolle der nativen regulatorischen Elemente des RS1-Gens (32) gestellt wurde.

Unsere in vitro Versuche zeigten, dass eine messbare heterologe RS1-Expression
ausgehend von den neu generierten RS1-Expressionskonstrukten erzielt werden
kann, und dass diese Expression abhéngig vom retinalen Transkriptionsfaktor CRX ist.
Nach ,ex vivo“ Elektroporation in Rs1h”Y-Netzhautexplantate wurde hingegen keine
heterologe RS1-Expression detektiert. Jedoch fand auch nach Elektroporation mit der
Positivkontrolle pcDNA3_mOPS-RS1 (RS1 unter der Kontrolle des murinen Opsin-
Promotors), die in friiheren Untersuchungen bereits heterologe RS1-Expression in
transfizierten murinen Rslh”Y-Netzhauten (in vivo) gezeigt hatte, keine RS1-
Expression statt. Die ,ex vivo“ Elektroporation in Rs1h”Y-Netzhautexplantate ist daher
fur weitere Untersuchungen nach diesen ersten Experimenten mdglicherweise nicht
geeignet. RS1-Expressionskonstrukte, die mittels subretinaler Injektion und
anschlieBender Elektroporation in die Netzhaute lebender Rs1h”Y-Mause an p0 (in
vivo) eingebracht wurden, zeigten wiederum RS1-Expression, welche jedoch
schwécher war als in vergleichbaren friheren gentherapeutischen Ansatzen. Es
wurden zudem Hinweise auf einen schéadlichen Effekt dieser Behandlung auf die
Integritat der Netzhaut erhalten, was vermutlich auf die subretinale Injektion und
Elektroporation zurickgefuhrt werden kann. Hier wirde sich fur kunftige
Untersuchungen die Verwendung von Adeno-assoziierten Viren (AAV) als
Vektorsystem anbieten, durch welche weniger schadliche Effekte erwartet werden
kénnten. Auch die Transfektionsrate und somit die heterologe RS1-Expression ware
mit viralen Vektoren vermutlich hdher, da mit viralen Vektoren eine nahezu
hundertprozentige Transfektionseffizienz in der gesamten Netzhaut erreicht werden
kann (61,74-79). Die hier erzielte Elektroporationseffizienz lag im Gegenzug dazu nur
bei ca. 10-30 %, was im Einklang mit bereits publizierten Daten zur Elektroporations-

effizienz in murinen Netzh&uten steht (72,80-82).

In den letzten Jahren wurden fur zahlreiche, genetisch bedingte Erkrankungen
gentherapeutische Ansatze entwickelt und getestet. Aufgrund der rasanten
technischen Entwicklungen und vielversprechender Erfolge werden solche und neue

Ansatze auch in den kommenden Jahren weiter zunehmen (58,79). Dabei zeigte sich
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in vielen Anséatzen, dass eine raumlich und zeitlich kontrollierte Expression des
eingebrachten Gens eine entscheidende Bedeutung fur den Erfolg der Gentherapie
besitzt. Einige Untersuchungen zu Zelltyp-spezifischen Promotoren legten nahe, dass
ein spezifischer Promotor eine sicherere Moglichkeit der Gentherapie im Vergleich zur
unkontrollierten Uberexpression durch ubiquitire Promotoren (z.B. CMV) in allen
Zellen darstellt. Hierdurch konnte auch das Risiko einer unerwiinschten
Immunreaktion oder unbeabsichtigter Effekte auf andere Zellen geringer sein (83-87).
Auch ist seit langerem bekannt, dass virale Promotoren (z.B. CMV-Promotor) in vivo
in eukaryotischen Zellen Uber Interferone und Tumor-Nekrose-Faktoren ausgeschaltet
werden. Des Weiteren rufen Proteine eingeschleuster Gene, die durch starke virale
Promotoren wie den CMV-Promotor gesteuert werden, eine besonders starke
Immunantwort hervor. Dies konnte durch spezifische endogene Promotoren
vermieden werden (88). In Arbeiten zur Retinopathia Pigmentosa wurde gezeigt, dass
eine Uberexpression an Opsin zu einer Photorezeptordegeneration fiihrt und daher
eine Genersatztherapie mdglichst optimal an die endogenen Verhéltnisse angepasst
sein sollte (69,89,90). Fur verschiedene gentherapeutische Behandlungsansatze
werden deswegen bereits genspezifische Promotoren verwendet. Ein Beispiel hierflr
ist die Lebersche kongenitalen Amaurose, bei der Bainbridge et al. zur heterologen
RPEG65-Expression in der gentherapeutischen Behandlung den zugehérigen humanen
Promotor verwendeten. Somit gelang es den Autoren, eine lokale Immunreaktion zu

vermeiden (91).

Auch bei der XLRS lassen Studiendaten vermuten, dass eine Uberexpression von RS1
schadlich fur die Netzhaut sein kdnnte und daher der Einsatz des humanen Promotors
physiologisch vorteilhaft sein sollte (70). In dieser Arbeit wurden deswegen
Untersuchungen an neu generierten RS1-Expressionskonstrukten durchgefuhrt,
welche die RS1-Expression unter die Kontrolle der regulatorischen Elemente des RS1-
Gens stellen und so letztlich eine zeitlich und rAumlich physiologische RS1-Expression

bei gentherapeutischer Anwendung in XLRS-Patienten ermdglichen sollen.

Im ersten Schritt wurden die RS1-Expressionskonstrukte an Zellkulturmodellen
getestet. Die vorliegenden in vitro Daten zeigten dabei, dass RS1 ausgehend von den
Expressionskonstrukten fir pcDNA3 _mOPS-RS1, pcDNA3 natives-RS1 sowie fir
pcDNA3_Myc-RS1 exprimiert und sezerniert wird. Die Expression in HEK293-Zellen
wurde dabei stark vom Netzhaut-spezifischen Transkriptionsfaktor CRX stimuliert. In



56

Y-79 und 661W-Zellen, welche endogen CRX exprimieren, wurde eine starke
Expression bereits ohne Zugabe dieses Faktors erzielt. Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass die RS1-Expression ausgehend von den Konstrukten auch in
humanen Photorezeptorzellen erzielt werden sollte, welche ebenfalls endogen CRX
exprimieren (32,33). Die Abhangigkeit der Expression vom Transkriptionsfaktor CRX
stellt einen Hinweis darauf dar, dass ein physiologisches Expressionsmuster,

vergleichbar mit dem des endogenen RS1-Gens erreicht werden kdnnte (33).

In den ,ex vivo“Versuchen allerdings konnte nach Elektroporation mit den Konstrukten
pcDNA3_mOPS-RS1, pcDNA3_natives-RS1 und pcDNA3_Myc-RS1 keine RS1-
Expression in den explantierten Netzhauten nachgewiesen werden. Ein Grund hierfur
kénnte der zeitliche Verlauf der RS1-Expression in Mausen sein: Zum Zeitpunkt der
Geburt weisen Mause noch keine endogene RS1-Expression auf, erst 3 Tage nach
der Geburt ist eine schwache Expression nachweisbar, die ihren Hohepunkt 11 Tage
postnatal erreicht (92). Zur ,ex vivo“ Elektroporation muissen die Netzhaute
neugeborener Mause verwendet werden. Unter Umstanden fehlen diesen Netzhauten
noch die notigen Transkriptionsfaktoren fir die RS1-Expression. Das negative
Ergebnis in diesem Versuchsteil kdnnte also tatséchlich ein Hinweis darauf sein, dass
das getestete Gentherapiekonstrukt eine entsprechend dem endogenen RS1 zeitlich
regulierte Expression ermdglicht. Des Weiteren kdnnte der Inkubationszeitraum von 8
Tagen zu kurz gewéhlt sein: Von Jansen et al. wurde unter Verwendung eines AAV5-
MOPS-RS1 Gentherapievektors gezeigt, dass die durch den murinen Opsin-
Promotors gesteuerte RS1-Expression zwar nach etwa 2 Wochen nach subretinaler
Injektion detektierbar ist, aber erst nach ca. 8-12 Wochen stark genug ist, um
funktionelle Verbesserungen im ERG sichtbar zu machen (63). Von weiteren
Versuchen mit ,ex vivo“ Elektroporation wurde daher abgesehen.

Die Gentherapiekonstrukte pcDNA3_mOPS-RS1 und pcDNA3_natives-RS1 wurden
im dritten Versuchsteil durch Elektroporation in die Netzhaute lebender Rs1h”Y-Mause
eingebracht. Dies ermdglichte langere Inkubationszeitraume zur heterologen RS1-
Expression und auf3erdem eine Beurteilung, ob durch die einmalige Behandlung mit
den Gentherapiekonstrukten ein gentherapeutischer Erfolg erzielt werden kann. Nach
Einschleusen des Konstrukts mit den humanen regulatorischen Elementen von RS1
(pcDNAS3_natives-RS1) zeigte sich nach 4 Wochen in den behandelten Netzhauten
eine schwéachere RS1-Expression als in Netzhauten, in die pcDNA3_mOPS-RS1
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eingebracht wurde. Nach 12 Wochen waren die RS1-Expressionsstarken ausgehend
von beiden Konstrukten vergleichbar. Auch dies kdnnte erneut ein Hinweis darauf sein,
dass eine physiologische RS1-Expression ausgehend von pcDNA3_natives-RS1
erzielt werden kann, da die endogene RS1-Expression in Mausen auch zuné&chst
gering ist und erst etwa 2-4 Wochen nach der Geburt ihre volle Expressionsstarke
erreicht (43). Des Weiteren gilt zu bedenken, dass die regulatorischen Elemente des
humanen RS1 unter Umstanden nur in humanem Gewebe ihre physiologische Aktivitat
zeigen, da sie moglicherweise Elemente bendtigen, welche in der murinen Netzhaut
fehlen kdnnten. Der mOPS-Promotor hingegen ist im Vergleich zum RS1-Promotor
deutlich aktiver und ermdéglicht schon friher die Produktion gro3er Proteinmengen
(32,63,66,92).

Mit beiden Konstrukten wurde eine leichte Beeinflussung der Na/K-ATPase
Lokalisation hin zum wildtypischen Muster (73) detektiert, was einen ersten Erfolg der
gentherapeutischen Behandlung anzeigen kdnnte. Jedoch zeigten die behandelten
Netzhaute starkere Zeichen retinaler Degeneration (reduzierte Zapfenzahl und
reduzierte Dicken der auf3eren Kornerschicht). Da mit heterolog exprimiertem RS1
unter der Kontrolle des Opsin-Promotors (pcDNA3_mOPS-RS1) schon positive
gentherapeutische Erfolge bei Rs1h’Y-Mausen erzielt worden sind (16,66), ist davon
auszugehen, dass die starkere retinale Degeneration nicht auf die
Gentherapiekonstrukte an sich, sondern eher auf die Art der Behandlung
zurickzufihren ist. Im Gegensatz zu den fruheren Therapieversuchen
(16,63,65,66,93) wurden die Konstrukte in dieser Arbeit nicht tiber AAV eingebracht,
sondern Uber Elektroporation nach subretinaler Injektion. Diese Methode wurde
bislang nicht fur gentherapeutische Anwendungen verwendet, sondern ausschlief3lich
fur funktionelle Studien (71,72,94). Zum Beispiel stellten Matsuda und Cepko 2004 die
Methode zur schnellen in vitro und invivo Testung von unter anderem
Promotoraktivitat, Gain-of-Function- oder Loss-of-Function-Mutationen vor (71).
Deswegen wurde ein moglicherweise schadigender Effekt auf die retinale Integritat
bislang nicht untersucht. Jedoch zeigten verschiedene in vitro und in vivo Studien,
dass die Elektroporation zu einer Schadigung dieser Zellen fuhrt, da die
Permeabilisierung der Membran zwar die Aufnahme der DNA ermdglicht, aber
gleichzeitig auch toxische Substanzen aufgenommen werden kénnen und die Zelle

anfallig fur kolloid-osmotische Druckschwankungen wird, die zum Platzen der Zelle
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fuhren kdonnen. Zusatzlich gilt zu beachten, dass die Starke des elektrischen Feldes
optimal angepasst sein muss, da es sonst zu vermehrter Apoptose der behandelten
Zellen kommt (94—96). Hierbei spielt neben oben genannten Faktoren besonders die
erzeugte Temperatur und Schwankungen des pH-Wertes durch die Permeabilisierung
eine Rolle (97-99).

Die Anwendung der Elektroporation zur Untersuchung gentherapeutischer
Anwendungen musste daher genauer auf die toxischen Effekte hin untersucht werden
und gegebenenfalls entsprechend modifiziert werden, um die negativen Wirkungen zu
vermeiden. Standardmafig wird fur gentherapeutische Ansatze zur Behandlung
retinaler Degenerationen am Mausmodell AAV als Vektorsystem verwendet, welches
in diesen Studien keine offensichtlichen Schéadigungen der retinalen Integritat zur
Folge hatte: Beispiel hierfir sind bisherige Veréffentlichungen am Rs1h-Y-Mausmodell
(50,66), aber auch Untersuchungen zur Leberschen kongenitalen Amaurose (100—
102), Achromatopsie (103) oder Morbus Stargardt (104). Mittlerweile sind zudem
verschiedene AAV-Subtypen bekannt, die spezifisch verschiedene retinale Zelltypen
adressieren (59,60,74,77,105,106). In einer Studie von Byrne et al. stellte sich die
Behandlung mit AAV8, welcher gezielt Photorezeptoren transfiziert, am vielversprech-
endsten fur die Behandlung der XLRS am Mausmodell heraus (68). Weitere Studien
mit dem neu generierten Gentherapiekonstrukt konnten somit mit AAV als
Vektorsystem erfolgen. Dadurch kdnnte vermutlich ein besserer Vergleich zwischen
dem gentherapeutischen Effekt des pcDNA3_mOPS-RS1- und des pcDNA3_natives-
RS1-Konstrukts gezogen werden. In diesen Versuchen sollte dartber hinaus ein
skotopisches ERG der behandelten Tiere erstellt werden, was einen Einblick in die
Verbesserung der retinalen Reizweiterleitung durch die gentherapeutische
Behandlung ermoglicht. So wirde, zuséatzlich zum Einfluss der Behandlung auf die

Struktur, auch ein Einfluss auf die Funktion der Netzhaut mdglich sein.

Der in dieser Arbeit getestete RS1-Expressionsvektor pcDNA3_natives-RS1 stellt die
RS1-Expression unter die Kontrolle der von Kraus et al. identifizierten regulatorischen
Elemente des humanen RS1-Gens (32). Dies unterscheidet den hier getesteten Vektor
von bisher verwendeten Vektoren, welche fremde Promotoren (zum Beispiel den
CMV-Promotor (50,64,65,93)) oder einen modifizierten RS1-Promotor ohne die
intronischen regulatorischen Elemente (CBR2) des RS1-Gens (67,107,108)

verwendeten.
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In einer aktuell laufenden Phase I/lla klinischen Studie des National Institutes of Health
Clinical Center, USA wird ein gentherapeutischer Ansatz zur Behandlung der XLRS
getestet (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02317887?cond=RS1&rank=1). Der
hierbei verwendete AAV8-scRS/IRBPhRS-Vektor enthélt einen modifizierten humanen
RS1-Promotor, einen Retinoid-bindenden Protein-Enhancer, die intakte humane RS1-
cDNA mit einem gekdrzten Intron 1 an der physiologischen Position zwischen Exon 1
und 2, sowie eine humane [(-Globin 3'-untranslatierte Region und eine SV40-
Polyadenylierungsstelle in einem AAV8-Kapsid (107). Im Vergleich zu dem von uns
getesteten pcDNA3_natives-RS1-Konstrukt verwendet dieser Vektor ein deutlich
kiurzeres Intron 1 (150 bp), dem die in pcDNA3_natives-RS1 vorhandenen intronischen
Regulationssequenzen (CBR2: + 81 bp bis + 758 bp von der RS1-Transkriptions-
startstelle aus) fehlen (32). Auch ist die im AAV8-scRS/IRBPhRS-Vektor verwendete
Promotorregion mit 3429 bp deutlich langer als in pcDNA3_natives-RS1 (683 bp),
enthélt jedoch ebenfalls die CBR1-Region (den ,RS1-Minimalpromotor) und die
regulatorische CpG-Insel (32). Der nicht physiologisch im RS1-Gen vorkommende
Retinoid-bindende Protein-Enhancer wird bei dieser Studie verwendet, um die
Promotoraktivitdt zu steigern und dadurch eine Dosisreduktion der notwendigen
Virusmenge zu erreichen und potentielle Nebenwirkungen zu verringern (67).
Gleichzeitig wird dadurch jedoch die endogene Regulierung der RS1-Expression
wieder eingeschrankt. Ziel der Studie ist es, die Sicherheit und Toleranz gegenuber
einer AAV-Gentherapie bei 24 Patienten mit XLRS zu testen. Die Studie soll bis Juli
2021 laufen und neben funktionellen oder strukturellen Anderungen sowie
unerwinschten Wirkungen auch Veranderungen der Sehstarke, des ERGs oder der
OCT und die Bildung von Antikérpern gegen AAV oder Retinoschisin erfassen.
Gegenuber dem von uns generierten RS1-Expressionskonstrukt ist das dort
verwendete Konstrukt deutlich langer, was haufig einen Nachteil beim Verpacken in
den AAV-Vektor mit sich bringt (60,109). AuRerdem fehlt ihm die CBR2-Region und er
enthalt den unphysiologischen Retinoid-bindende Protein-Enhancer.

Eine weitere Phase I/ll klinische Studie, durchgefiihrt von der Applied Genetic
Technologies Corporation, USA, testet ebenfalls eine gentherapeutische Behandlung
der XLRS (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT024166227?cond=RS1&rank=5). In
diesem Ansatz wird der rAAV2tYF-CB-hRS1-Vektor verwendet. Dieser enthélt einen
CMV-Enhancer/Huhner-B-Aktin-Promotor, die humane RS1-cDNA und eine SV40-
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Polyadenylierungssequenz in einem AAV2-Kapsid (110). Bis voraussichtlich 2022
sollen auch hier hauptsachlich unerwiinschte Wirkungen bei den 27 partizipierenden
XLRS-Patienten durch die AAV-Gentherapie erfasst werden. Weitere erfasste Kriterien
sind Veranderungen der Sehstarke, des ERGs und des Ausmalies der Schisis mittels
OCT. Nach ldentifizierung der maximal tolerierten Dosis sollen in dieser Studie auch
Patienten zwischen 6-18 Jahren inkludiert werden. Gegenuber dem von uns
generierten RS1-Expressionskonstrukt verwendet das hier eingesetzte Konstrukt
einen ganzlich unphysiologischen, starken viralen Promotor, um eine heterologe RS1-

Expression zu erzielen.

Die beiden Ansétze unterscheiden sich also in der Wahl der Promotoren zur
heterologen RS1-Expression deutlich. Ein Vergleich der Ergebnisse dieser beiden
Ansétze kbnnte somit einen ersten Einblick in die Auswirkung des verwendeten
Promotors (RS1-Minimalpromotor vs. starker viraler Promotor) auf den Erfolg der

gentherapeutischen Anwendung im Menschen liefern.



61

5. Zusammenfassung

Bei der XLRS handelt es sich um eine X-chromosomal rezessive Netzhaut-
degeneration. Sie wird verursacht durch Mutationen im RS1-Gen und ist eine der
haufigsten Ursachen flr eine frihe zentrale Netzhautdegeneration beim mannlichen
Geschlecht. Charakteristisch fir die Erkrankung ist eine Aufspaltung der Netzhaut-
schichten und eine Signalweiterleitungsstérung zwischen Photorezeptoren und den
nachgeschalteten Bipolarzellen (1,16). Die Uberwiegende Mehrheit der bekannten
RS1-Mutationen fihrt zu einem Funktionsverlust des kodierten Proteins,
Retinoschisin. In friiheren Versuchen verschiedener Arbeitsgruppen konnte bereits ein
therapeutischer Erfolg eines RS1-Gentransfers im Mausmodell gezeigt werden. Da
mehrere Studien den Vorteil einer mdglichst physiologischen heterologen Gen-
expression bei gentherapeutischen Anwendungen zeigen, war es Ziel dieser
Dissertation, ein gentherapeutisches Konstrukt zu testen, bei dem das RS1-Gen unter
Kontrolle der bisher bekannten humanen regulatorischen Regionen (32) von RS1 steht
(pcDNA3_natives-RS1).

In in vitro Studien an verschiedenen retinalen und nicht-retinalen Zelllinien konnte eine
RS1-Expression ausgehend von diesem Konstrukt (pcDNA3_natives-RS1)
nachgewiesen werden. Es wurde zudem gezeigt, dass die Expression, wie auch im
endogenen RS1-Promotor, abhangig vom retinalen Expressionsfaktor CRX ist. Im
zweiten Versuchsteil wurde das neue Gentherapiekonstrukt in explantierten murinen
Rs1h”Y-Netzhauten getestet. Nach Elektroporation dieser Netzhaute und 8-tagiger
Inkubation konnte jedoch keine RSI1-Expression nachgewiesen werden.
Maoglicherweise weist dies auf eine physiologische Expression des RS1-Konstruktes
hin, da zum Zeitpunkt der Entnahme des Gewebes (p0) natirlicherweise nur eine sehr
schwache Expression im Mausauge detektierbar ist. Zuletzt wurden die Konstrukte in
vivo nach Elektroporation in die Netzhaute von Rs1h”Y-Mausen getestet. Hier zeigte
sich eine schwache, aber deutliche, RS1-Expression. Interessanterweise wurde
jedoch auch bei verwendeten Kontrollkonstrukten, mit denen schon erfolgreich eine
gentherapeutische Behandlung an Rslh”Y-Mausen durchgefiihrt worden war, ein
schadigender Einfluss auf die retinale Integritdt gezeigt. Dies lasst eventuell darauf
schlieen, dass die Art des Konstrukttransfers mittels Elektroporation schadlich fur die

Netzhaut war.
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Insgesamt lasst sich sagen, dass die von Kraus et al. (32) identifizierten humanen
regulatorischen Elemente in vitro und im Mausmodell in vivo eine RS1-Expression
ermdglichen. In weiterfiihrenden Studien kénnte ein mdglicher Vorteil einer von diesem
Konstrukt ausgehenden r&umlich, zeitlich und quantitativ kontrollierten RS1-
Expression gegenuber anderen gentherapeutischen Konstrukten, zum Beispiel durch

die Verwendung von AAV als Vektorsystem im Mausmodell, deutlich werden.
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