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“T'he ability of a cell to sense these broken ends, to direct them
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They matke wise decisions and act on them.”
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I Einleitung



Einleitung: Kapitel 1 Anatomie des Wirbeltierauges

1. Anatomie des Wirbeltierauges

D as Auge ist ein lichtempfindliches und hoch spezialisiertes Sinnesorgan. Es dient der
Aufnahme von optischen Reizen, die dort in sinnesphysiologische elektrische Signale

umgewandelt werden.

1.1 Allgemeiner Aufbau

Alle Wirbeltiere besitzen Linsenaugen, die sich durch ihren dioptrischen Apparat unterschei-
den (Abbildung 1 A). Daher unterteilt man das Auge funktionell in den vorderen physika-
lisch-optischen Teil (dioptrischen Apparat) und in den hinteren rezeptiven Bereich (Netz-
haut). Vergleicht man den Aufbau des menschlichen Auges mit dem der Maus, so liegt der
wesentliche Unterschied in der deutlich gro3eren Linse des Mausauges relativ zur Grof3e des
humanen Auges (Veleri et al., 2015).

Reti B c
Humanes Auge R;é“a ole(efe]ee <}
°'°:\',Z°n*,'e' Stabchen —HEP
Cornea Zapfen
Iris
Fovea i
Kammer- Makula ONL -/
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Mausauge o - Horizontalzelle —!

Retina

INL < 90
Amakrinzelle )
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danat -
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GeL Np= ¥
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Abbildung 1: A: Anatomie eines Human- und eines Mausauges. Schematischer Querschnitt. B:
Die Hauptzelltypen der Retina von Vertebraten. C: Die retinalen Schichten. Firbung eines Retina-
Schnitts einer Maus mit Himatoxylin und Eosin. RPE: retinales Pigmentepithel. OS: Aulienseg-
ment (outer segments). 1S: Innensegment. ONL: duBlere Kornerschicht (outer nuclear layer). OPL:
duBlere plexiforme Schicht (outer plexiform layer). INL: innere nukledre Schicht (inner nuclear layer).
IPL: innere plexiforme Schicht (inner plexiform layer). GCL: Ganglienzellschicht (ganglion cell layer)
(verdndert nach Dyer und Cepko, 2001; Veleri et al., 2015).
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1.2 Die Netzhaut

Die Netzhaut (Retina), die sich an der hinteren Innenseite des Auges befindet, ist eine licht-
empfindliche hochkomplexe Struktur aus Nervengewebe. Wihrend der Embryonalentwick-
lung entsteht sie durch Ausstilpungen des Zwischenhirns (Diencephalon). Sie ist verant-
wortlich fir die Umwandlung des einfallenden Lichtes in Nervenimpulse. Dies stellt den
ersten Schritt des visuellen Prozesses dar (Lamb et al., 2007). Die Retina von Vertebraten
besteht aus sieben Hauptzelltypen, die von multipotenten Vorlduferzellen produziert werden
und in verschiedenen Schichten organisiert sind (Abbildung 1 B, C; Dyer und Cepko, 2001).

Die aullere Kornerschicht (outer nuclear layer, ONL) umfasst die Zellkérper der Photore-
zeptoren, die sich mit den Innensegmenten (inner segment, 1S) und den Aullensegmenten (outer
segment, OS) bis hin zur Pigmentepithelschicht (RPE) ausweiten. Das RPE stellt aufgrund des
schwarz gefirbten Melanins eine Barriere fiir das eintreffende Licht dar (Strauss, 2005). Es
wird durch die Bruch-Membran von der Aderhaut (Choroidea) getrennt und ist Teil der Blut-
Retina-Schranke (Campbell et al., 2013). Zudem versorgt das RPE die Photorezeptoren mit
Retinal (Bachr et al., 2003). Die innere Kornerschicht (znner nuclear layer, INL) umfasst die
Amakrin-, Bipolar-, Miller- und Horizontalzellen, wihrend Ganglienzellen zu der Ganglien-
zellschicht (ganglion cell layer, GCL) zahlen. Die Ganglienzellen bilden mit ithren Axonen den
Sehnerv und leiten die gesammelten Informationen an das Gehirn weiter. AuBere und innere
plexiforme Schicht (outer / inner plexiform layer, OPL und IPL) umfassen die synaptischen
Regionen, in der die Axone der Photorezeptoren an ihrem Ende synaptische Schwellungen
ausbilden (Kolb, 2003).

Das durch den Glaskorper in das Auge einfallende Licht muss zunidchst die zuvor be-
schriebenen Schichten durchdringen, bis es auf die vor dem RPE liegenden Photorezeptoren
trifft. Es existieren zwei Typen von Photorezeptoren, die Stabchen und die Zapfen. Sie be-
finden sich zwischen Pigmentzellen, unterscheiden sich in Form und Funktion und sind fiir

die Phototransduktion verantwortlich.

1.2.1 Der Vergleich: Humane vs. murine Netzhaut
Vergleicht man die Netzhaut von Mensch und Maus miteinander, so fallen durchaus Unter-
schiede auf. Der groB3te Unterschied liegt in der GroBe der Netzhiute. Die Netzhaut des
Menschen verfiigt iiber eine Fliche von ~1.094 mm’, wohingegen die der Maus lediglich
15,6 mm’ umfasst (Jeon et al., 1998; Kolb, 2003). Weiterhin besitzt die Retina des Menschen
eine Region, in der ausschlieBlich Zapfen existieren (~161.900/mm?) (Veleri et al., 2015).
Diese Region bezeichnet man als Fovea centralis und ist der Bereich des schirfsten Sehens.
Die umgebende Region, die sogenannte Makula, besitzt ebenfalls eine héhere Dichte an Zap-
fen, verglichen mit der peripheren Retina. Im Unterschied dazu fehlen sowohl Fovea als auch
Makula bei der murinen Retina.

Die relative Anzahl von Stibchen und Zapfen in der Retina variiert bei verschiedenen

Tierarten und ist zu einem gewissen Maf} damit korreliert, ob die Spezies tag- oder nachtaktiv
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Einleitung: Kapitel 1 Anatomie des Wirbeltierauges

ist. Die humane Retina besitzt etwa 105 Millionen Stabchen und 6 Millionen Zapfen. Die
Maus als nachtaktives Tier hat eine stibchendominierte Retina (6,4 Millionen) mit lediglich
180.000 Zapfen (Jeon et al., 1998).

Des Weiteren wurden bisher drei Subtypen von Zapfen in der humanen Retina identifi-
ziert. Diese Unterteilung basiert auf dem Opsin, welches sie beinhalten, und dessen maximale
Spektralsensitivitit. Es existieren L- (long, 564 nm), M- (medium, 533 nm) and S- (short, 437
nm) Zapfen (Nathans et al., 1986). Mause hingegen sind sogenannte Dichromaten und ver-
fiigen lediglich Giber M- und S-zapfen. Die M-Zapfen der Maus sind auf Licht mittlerer Wel-
lenlinge (509-512 nm) sensibel und die S-Zapfen UV-sensitiv (350 nm) (Jacobs et al., 2004).

1.3  Photorezeptoren

Die Photorezeptoren, welche aus funktionellen und morphologischen Kompartimenten auf-
gebaut sind, zdhlen zu den spezialisiertesten und komplexesten Zellen des Nervensystems
(Reidel et al., 20006). Das einfallende Licht wird tber die Konformationsinderung des Sehpig-
ments Rhodopsin und intrazellulire Signalketten in Rezeptorpotenziale umgesetzt, die zuerst
im komplexen retinalen Netzwerk verarbeitet und dann an den Sehnerv (Nervus opticus) wei-
tergeleitet werden. Die Stabchen sind fiir das Hell-Dunkel-Sehen verantwortlich. Die Zapfen
ermoglichen das hochauflosende Tages- und Farbsehen. Dazu besitzen Menschen drei ver-
schiedene Zapfentypen, wie zuvor beschrieben, weshalb sie zu den Trichromaten zihlen. In
den Zapfen sind jeweils unterschiedliche Opsinmolekiile mit den Absorptionsmaxima fiir

Rot, Griin und Blau enthalten.

A . == Disk B " c—
— f =
«— Plasmamembran —
os | === AL, —
‘ L —
=
# ,//"‘ o
cC o Connecting Cilium
o b
Mitochondrien @'\(
® “so
@ ®
1S 7 Axonem © Basalkorper
Fiiéern Connecting Cilium « Kinesin
« IFT Carrier Dynein
e Rhodopsin Transport ¢ Whirlin
synaptische Carrier
Vesikel see RPGR Komplexe

Abbildung 2: A: Schematischer Aufbau eines Photorezeptors. OS: Aullensegment (outer segment).
CC: Connecting Cilium. IS: Innensegment. B: Aufrechterhaltung und Fortbestand des Photorezep-
tors durch das Connecting Cilium. Membranbausteine werden tber intrazellulire Transportprote-

ine (,,Carrier”) durch das CC an das OS des Photorezeptors beférdert (verindert nach Megaw et
al., 2015)
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Weiterhin sind die Photorezeptoren aus einem Auflensegment und einem Innensegment
aufgebaut, die uiber ein sogenanntes Connecting Cilium (CC) miteinander verbunden sind (Ab-
bildung 2 A, Megaw et al., 2015). Das CC dient der Aufgliederung des photosensitiven Pig-
ments Rhodopsin in die sogenannten ,,Disks®, die das dul3ere Segment fillen. Membranbau-
steine werden tiber intrazellulire Transportproteine durch das CC an das Auflensegment des
Photorezeptors beférdert (Abbildung 2 B). Zudem koénnen toxische Produkte, die bei der
Phototransduktion entstehen, ausgeschleust werden. Somit ist das CC ftr den Fortbestand
des Photorezeptors essentiell (Maerker et al., 2008). Nahezu 10% der Disks am distalen Ende
werden tiglich abgesto3en und durch das RPE phagozytiert. Gleichzeitig werden neue Disks
am proximalen Ende hinzugefiigt, sodass das OS etwa alle 10 bis 15 Tage vollstindig erneu-
ert wird (Veleri et al., 2015).

1.4  Gliazellen

Ein weiterer wichtiger Bestandteil der Sdugetierretina sind die Gliazellen. Es existieren drei
Typen von Gliazellen sowohl in der Retina der Maus als auch des Menschen, welche sich in
der Morphologie und ihrem Ursprung voneinander unterscheiden. Den tiberwiegenden An-
teil machen die Millerzellen mit etwa 90% aus, gefolgt von den Astrozyten und den Mikrogl-
ia (Vecino et al., 2016).

Mullerzellen sind radial orientierte Zellen, die die Retina von dem inneren Rand bis hin
zum distalen Ende der ONL durchziehen, wihrend sich ihre Zellkorper in der INL befinden.
Sie sind die letzten Zellen der Retina, die postmitotisch werden (Cepko, 1993). Diese Makro-
glia sind dicht gepackt und bilden dadurch eine anatomische und funktionelle Verbindung
zwischen retinalen Neuronen und den Kompartimenten, mit denen sie Molekiile austau-
schen miussen. Weiterhin sind die Miillerzellen in der strukturellen Organisation der Blut-
Retina-Schranke involviert (Reichenbach and Robinson, 1995).

Zu den Makroglia zihlen ebenfalls die Astrozyten, die ihren Namen aufgrund ihrer stern-
térmigen Morphologie erhielten. Man geht davon aus, dass sie vom optischen Nerv in die
Retina migrieren, da sie nicht vom embryonischen Epithel der Retina abstammen (Stone and
Dreher, 1987). Die Astrozyten spielen ebenfalls eine Rolle bei der Blut-Retina-Schranke und
umwickeln die Axone der Ganglienzellen.

Der dritte Typ der Gliazellen, die Mikroglia, ist ubiquitér in der humanen Retina vorzufin-
den, wohingegen sie sich bei der Maus in den plexiformen Schichten befinden (Karlstetter
et al., 2014; Kolb, 2003). Mikroglia helfen zum einen dabei die Retina in ihrer Vollstindigkeit
aufrecht zu erhalten und kénnen zum anderen als Konsequenz einer Immunreaktion Pha-

gozytoseaktivitit aufweisen (Thanos et al., 1994)
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2. Netzhautdegenerationen

R etinale neurodegenerative Erkrankungen wie altersbedingte Makuladegeneration
(AMD), diabetische Retinopathie und erbliche Netzhautdystrophien weisen auf zellu-
lirem und molekularem Level dhnliche grundlegende Verinderungen auf, was in allen Fillen
zu morphologischen und funktionellen Beeintrichtigungen der Retina fiihrt (Cuenca et al.,
2014). Zu den morphologischen Verinderungen zahlen unter anderem die Verkiirzung der
inneren und duBeren Segmente der Photorezeptoren, sowie der Verlust der synaptischen
Verbindungen zu nachgeschalteten Neuronen.

Erbliche Netzhautdystrophien umfassen eine Gruppe von Erkrankungen, bei denen Stib-
chen und Zapfen in der Netzhaut absterben und dadurch zu einem Sehverlust bei betroffe-
nen Patienten fithren. Sie kénnen, je nachdem welche Zellart zuerst untergeht, unterteilt
werden in Stabchen-Zapfen Dystrophien (Retinitis pigmentosa, RP), Zapfen-Stabchen Dys-
trophien oder reine Zapfendystrophien. Mutationen in tber 200 verschiedenen Genen kon-
nen fiir eine Netzhautdystrophie verantwortlich sein. Es gibt eine Vielzahl an Mutationen
mit jeweils nur wenig betroffenen Personen, allerdings sind sie zusammengenommen mit

weltweit Giber 3 Mio. Patienten recht haufig (Daiger et al., 2007).

2.1  Neurodegenerative Vorginge in der Netzhaut

Neurodegenerative Vorginge in der Netzhaut lassen sich in vier Phasen einteilen, in denen
es zu deutlichen Umbauvorgingen kommt und dadurch die typische Struktur verloren geht
(Jones and Marc, 2005). In der frihen ersten Phase scheinen die Morphologie und Funktion
der Retina normal (siche Abbildung 3). Bedingt durch zelluliren Stress kénnen Photorezep-
toren jedoch eine Kaskade von Vorgingen auslésen, die zu molekularen Verinderungen und
damit zum Zelltod am Ende der Phase fihren kénnen. Diese frithe Phase ist fiir Genthera-
pien am besten geeignet (Cuenca et al., 2014).

Zellulirer Stress und die Aktivierung von Apoptosewegen fiihrt zu progressivem Verlust
der Innen- und Aulensegmente der Photorezeptoren in der zweiten Phase der Neurodege-
neration der Netzhaut. Einer der frihsten histologischen Indikatoren fiir die Pathologie in
dieser Phase ist die Delokalisation von Rhodopsin in Stibchen und Transducin in Zapfen
(Roof et al., 1994). Zusitzlich konnen reaktive Verinderungen von Gliazellen (Gliose) beo-
bachtet werden, welches durch eine verstirkte Expression von GFAP deutlich wird. Es
kommt zur Verdickung der Miillerzellen und Verlingerung ihrer Fortsitze. Weiterhin kén-
nen pyknotische Zellkerne beobachtet werden. Diese Zellkerne besitzen verdichtetes Chro-
matin und ein geschrumpftes Auleres (Charteris et al., 2007).

Wihrend der dritten Phase kommt es zur Degeneration und Zelltod der Zapfen, die Gli-
ose der Miillerzellen nimmt zu und aktivierte Mikroglia entwickeln eine amobenartige Form.
Die Retina ist in ihrem Durchmesser deutlich reduziert. Astrocyten, RPE-Zellen und Mil-
lerzellen proliferieren und dehnen sich bis hin zur INL aus (Bringmann and Wiedemann,
2009). Ein weiterer haufiger Fund ist die Translokation von Zellkérpern zu anderen retinalen
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Schichten, wie zum Beispiel der Miillerzelle aulerhalb der ONL (Marc et al., 2007). Es wer-
den neue Blutgefil3e als Reaktion auf verfallende Blutgefil3e und einen Mangel an Sauerstoff
gebildet.

Klinische Untersuchungen zeigen, dass in Phase vier die Sehkraft vollstindig fehlt, welches
auf den Verlust simtlicher Photorezeptoren zuriickzufiihren ist. Zudem ist eine globale Um-
gestaltung der retinalen Verschaltungen charakteristisch fiir diese Phase (Jones and Marc,
2005). RPE Zellen wandern in die Retina ein, begleitet von choroidalen Gefillen, wodurch
die Blut-Retina-Schranke zerfillt (Villegas-Pérez et al., 1998).

Phase 1 Phase 2

Phase 3

AR

Abbildung 3: Die vier Phasen der neurodegenerativen Vorginge in der Netzhaut. Phase 1: Keine
signifikanten Verinderungen von Morphologie und Funktion. Phase 2: Verlust der IS und OS der
Photorezeptoren, sowie reaktive Verdnderungen von Gliazellen. Phase 3: Zelltod der Zapfen, zu-
nehmende Gliose und deutliche Reduktion des Durchmessers der Retina. Phase 4: Verlust simtli-
cher Photorezeptoren, sowie Einwanderung von RPE-Zellen und BlutgefiBen. RPE: retinales Pig-
mentepithel. OS: AuBBensegment (outer segments). 1S: Innensegment. ONL: dullere Koérnerschicht
(onter nuclear layer). OPL: duBere plexiforme Schicht (outer plexiform layer). INL: innere nukleire
Schicht (inner nuclear layer). IPL: innere plexiforme Schicht (inner plexiform layer). GCL: Ganglien-
zellschicht (ganglion cell layer) (verindert nach Cuenca et al., 2014).
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Das Wissen iiber die exakte Phase der retinalen Neurodegeneration wihrend einer Erkran-
kung ist bei der Wahl der Therapie entscheidend. Der therapeutische Ansatz muss basierend
auf den anatomischen Strukturen ausgewihlt werden. Sind weiterhin funktionstiichtige Zel-
len in der Retina vorhanden, ist der Erfolg einer Therapie deutlich héher als in weit fortge-
schrittenen Stadien der Degeneration. Fir jegliche Art der Therapie gilt: je frither begonnen
wird, desto besser der Erfolg (Cuenca et al., 2014).

2.2 Retinitis pigmentosa

Retinitis pigmentosa (RP) beschreibt eine Gruppe von heterogenen Netzhauterkrankungen,
von der weltweit etwa drei Million Menschen betroffen sind. Sie entsteht durch die Degene-
ration der Photorezeptoren in der Netzhaut. Patienten entwickeln typischerweise zunichst
Schwierigkeiten bei der Dunkeladaption und nachfolgend Nachtblindheit. AuBlerdem kann
es bereits in jungen Jahren zur Einschrinkung des Gesichtsfeldes bis hin zum sogenannten
Tunnelblick fithren. Dies ist dadurch zu erkliren, dass es primir zum Absterben der peripher
lokalisierten Stibchen kommit, die fir das Hell-Dunkel-Sehen verantwortlich sind (Ferrari et
al., 2011). In den meisten Fillen sind zunichst die Stibchen betroffen bevor es zur Schadi-
gung der Zapfen kommt. Im fortgeschrittenen Stadium fithrt die Erkrankung deshalb zum
Verlust des zentralen Gesichtsfeldes und somit zur vollstindigen Erblindung. Verantwortlich
fir das Auftreten dieser Krankheiten sind spontane oder vererbte Mutationen. Es handelt
sich um ein stark variables Krankheitsbild. Manche Patienten erblinden bereits im Kindesal-
ter, andere wiederum bleiben bis zum mittleren Erwachsenenalter symptomlos (Hartong et
al., 2000). Retinitis Pigmentosa wird zu 30 bis 40 % autosomal-dominant, zu 50 bis 60 %

autosomal-rezessiv und zu 5 bis 15 % X-chromosomal vererbt.

2.21 XLRP

Einige Gene sind tberproportional hiufig von Mutationen betroffen, darunter findet sich
auch das RPGR (Retinitis Pigmentosa GTPase regulator) Gen, welches auf dem X-Chromosom
lokalisiert ist und bei mutationsbedingtem Funktionsverlust des Genproduktes zu X-chro-
mosomaler RP (XLRP) fihrt. XLRP wird in bis zu 80% der Fille durch eine Mutation im
RPGR Gen verursacht (Guadagni et al., 2015). Diese Form ist durch einen besonders frithen
Beginn und schwerwiegenden Verlauf bei méinnlichen Patienten gekennzeichnet. Die meis-

ten weiblichen Trigerinnen bleiben dagegen symptomlos.

2.2.2 RPGR

Das RPGR Protein ist ein wichtiges cilidgres Protein. In der Netzhaut ist es vorwiegend im
Connecting Cilium der Photorezeptoren lokalisiert und reguliert die Zusammensetzung des
dufleren Segments (Rao et al., 2016). Das RPGR Gen, lokalisiert auf dem kurzen Arm des X-
Chromosoms, wurde urspringlich mit 19 Exonen beschrieben und umfasst 172 Kilobasen
(Meindl et al., 1996). Es wird jedoch umfangreich alternativ gespliced. Die beiden Hauptfor-
men sind das sogenannte RPGR*""”und RPGR™" (siche Abb. 4). Das ubiquitir exprimierte
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RPGR*""kodiert fiir 815 Aminosiuren, die andere Hauptsplicevariante dagegen fiir 1152
Aminosiuren (Vervoort et al.,, 2000). Die RPGR™" Variante enthilt zusitzlich zu den
Exons 1-14, die ebenfalls bei der RPGR*""’ Variante enthalten sind, ein terminales Exon,
welches fiir 567 Aminosduren kodiert. Dieser sogenannte gpen reading frame 15 (ORF15) ist
netzhautspezifisch, wird in hohem Mal3e in den Photorezeptoren exprimiert und ist hiufig
von Mutationen betroffen (,,utational hot spof<). Der Grund fir dieses komplexe Expressi-
onsprofil von RPGR ist bislang noch nicht aufgeklirt (Hong and Li, 2002). ORF15 ist eine
purinreiche Region, die fiir Glycin (G) und Glutaminsidure (E) Reste codieren. Zudem ist
diese Region sehr repetitiv, was moglicherweise die Ursache fiir die Haufigkeit der Mutatio-
nen ist. Sie ist meist von frame-shift oder nonsense Variationen betroffen, die zu einem vorzei-
tigen Stop-Codon fithren. Dadurch kommt es bei der DNA-Replikation zum vorzeitigen
Abbruch oder Mismatch, wodurch ein unvollstindiges und/oder ein Protein mit verdnderter

Faltung entsteht, das seine Funktion nur noch eingeschrinkt ausiiben kann (Vervoort et al.,
2000).

Exon 1 234 56 7 891011 12 13 ORF 14/15 1617 18 19
purinreich
RPGRe&¥1-19 Protein RPGRORF15 Protein

N —C N . .C

glutaminsaurereich

Abbildung 4: Die Hauptsplice-Varianten des RPGR. Alternatives Splicen fihrt zu zwei Gruppen
von RPGR Transkripten und damit Protein Isoformen. RPGR*!-1? enthilt die Exons 1-13 und 16-
19. RPGRORF1> ymfasst die Exons 1-13 und ein groBes alternativ gesplictes ORF 14/15. Grau:
Exons, die fur die RCC1-like (engl. Regulator of Chromosome Condensation 1) Domine codieren. Weil3:
ibriger Teil der Exons, die in beiden Protein Isoformen vorkommen. Blau: RPGRe¥!-19 spezifische
C-terminale Domine. Hellrot/Dunkelrot: RPGRORFI5 spezifische C-terminale Domine. Hellrot:
alternativ gesplicte Region des ORF14/15, codierend fir glutaminsiurereiche Region (verindert
nach Wright et al., 2011).
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3. Therapiemoglichkeiten

G enerell ist die Retina ein exzellentes Angriffsziel fir Gentherapieansitze, da die leichte
Zuginglichkeit nicht- oder minimal-invasive Eingriffe zuldsst, der Effekt der Behand-
lung einfach tiberwacht werden kann und die Blut-Retina-Schranke die Immunantwort limi-
tiert (Martinez-Fernandez De La Camara et al., 2018). Die Art der Therapie retinaler Verin-
derungen hingt von der jeweiligen Form der erblichen Erkrankung ab. Klassische Genthe-
rapieansitze bieten bisher zwei wirksame Methoden: zum einen die Wiederherstellung der
Funktion eines fehlenden Gens durch transgene Expression und zum anderen RNA-Inter-
ferenz, welche die Expression von defekten Genen unterdriickt (Kay, 2011). Jedoch unter-

liegen diese Technologien Anwendungsgrenzen fiir eine gro3e Zahl von Erkrankungen.

3.1  Genadditionstherapie

Rezessive Erkrankungen, bei denen das mutierte Genprodukt nicht existiert oder auf die
Zelle keinen toxischen Effekt ausiibt, konnen mit sogenannter Genadditionstherapie behan-
delt werden. In diesem Fall wird in die betroffenen Zellen eine cDNA Kopie, die fir ein
funktionelles Protein kodiert, mittels eines Vektors eingebracht. Fir den Gentransfer haben
sich adeno-assoziierte virale Vektoren (AAV) bewihrt. Sie sind die am besten charakterisier-
ten viralen Vektoren in der Ophthalmologie. Diese Vektoren ermdglichen einen effizienten
Transfer der Expressionskassetten und 16sen gleichzeitig keine signifikanten Immunreaktio-
nen aus. Zudem integrieren sie ihr Genom nicht in das der Zielzelle.

Klinische Erfolge konnten 2008 bei Patienten mit dem Befund der Leberschen kongeni-
talen Amaurose (LCA) Typ 2 nachgewiesen werden. Dies ist eine degenerative Netzhaut-
erkrankung, die durch eine Genmutation im RPE65 Gen in den retinalen Pigmentepithelzel-
len verursacht wird (Maguire et al., 2008; Stieger und Lorenz, 2010). Bei dieser 7z vivo Gen-
therapie wird mittels eines AAV2-Vektors tber subretinale Injektion die cDNA des RPEGS
in die Zielzellen eingebracht. Im Dezember 2017 lie3 die FDA diese Therapie zu, die seither
unter dem Namen Luxturna (Voretigen neparvovec) in den USA auf dem Markt ist. In Eu-
ropa wurde die Zulassung im November 2018 bekanntgegeben.

Auch in Bezug auf eine RPGR Gentherapie gab es bereits einige Versuche, RPGR in die
Zielzellen eines Organismus einzubringen. So berichteten beispielsweise Beltran und Kolle-
gen 2012, dass sie mit Hilfe eines rekombinanten AAV2/5 Vektors humanes RPGR in die
Zielzellen des Organismus, hier eines Hundes, einbringen konnten (Beltran et al., 2012). Je-
doch konnten toxische Effekte in Mausen festgestellt werden (Deng et al., 2015). Grund
dafir konnten mehrere Mutationen in der purinreichen Region innerhalb des ORF15 sein.
Damit zeigt sich, dass die Klonierung des RPGR zum Erhalt eines Proteins mit ganzer Linge
fir die Gentherapie eine Herausforderung darstellt. Eine Losung dieses Problems kénnte die
Codon-Optimierung darstellen, durch die bereits Erfolge im Mausmodell gezeigt werden
konnten (Beltran et al., 2017; Fischer et al., 2017). Aktuell gibt es drei klinische Studien, die
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die Gentherapie von XRLP, ausgelost durch Mutationen im RPGR Gen, testen
(NCT03116113, NCT03252847, NCT03316560).

3.2  Gen-Stilllegung (gene silencing) Therapie

Liegt eine dominante Form der Erkrankung vor, bei der das Genprodukt eine toxische Uber-
funktion oder einen negativen Effekt auf die Zelle aufweist, ist das Einbringen einer korrek-
ten cDNA Kopie nicht ausreichend. In diesem Falle ist eine Stilllegung des Gens (engl. gere
Silcencing therapy) notwendig, bei der die Expression des mutierten Gens herunter reguliert
wird. Dies kann durch die sogenannte swall interfering RNA (siRNA) Technologie auf RNA-
Ebene oder durch Stilllegung von Promotoren auf DNA-Ebene erzielt werden. Jedoch hat
auch diese Strategie ihre Nachteile, wie zum Beispiel off farget Effekte und die Beschrinkung
auf Krankheiten, bei denen ein Knockdown des Gens nititzlich ist (Grimm, 2009). Zu dieser

Strategie liegen bisher keine klinischen Studien beztiglich Therapien der Netzhaut vor.

3.3 Genome Editing

Die sogenannte therapeutische Genom-Editierung (engl. genome editing) basierend auf pro-
grammierbaren Nukleasen, wie zum Beispiel CRISPR-Cas9, bietet die Méglichkeit, die Gren-
zen der klassischen Gentherapie zu umgehen und krankheitsauslosende Mutationen im Ge-
nom zu korrigieren oder gar zu entfernen. Durch Genome Editing wird eine zielgerichtete
und prizise Manipulation des humanen Genoms erméglicht, um einen therapeutischen Ef-
fekt zu erzielen. Es konnen zum Finen Mutationen, die zu Krankheiten fithren, korrigiert
werden. Zum Anderen besteht die Moglichkeit der Addition von therapeutischen Genen an
eine spezifische Stelle im Genom, oder das Entfernen von schiadlichen Genen bzw. Ge-
nomsequenzen. Die zu therapierenden Krankheiten sind vielfiltig und die Zielzellen Teil von
verschiedensten Organen, wie der Lunge, der Leber, des Herzens oder des Auges.

Eine Moglichkeit sowohl rezessive als auch dominante Krankheiten zu therapieren, ist die
Nutzung der zelleigenen homologievermittelten Reparatur (engl. homology directed repair, HDR)
tber homologe Rekombination am spezifischen Genort. Dieser Reparaturmechanismus
dient in der Zelle der genetischen Rekombination wihrend der Meiose und der Reparatur
von DNA-Doppelstrangbriichen (engl. doublestrand break, DSB) vor der Mitose. Somit kann
homologe Rekombination genutzt werden um Gene zu entfernen, einzufithren oder auszu-
tauschen (Fonfara et al., 2012). Der genaue Mechanismus wird im nachfolgenden Kapitel
behandelt.

Um diesen Mechanismus zum Austausch mutierter gegen intakte Gensequenzen nutzen
zu kénnen, miissen bestimmte Voraussetzungen erfillt werden. Zum einen muss die intakte
Gensequenz, die in den flankierenden Bereichen der mutierten Sequenz homolog ist, in die
Zelle eingebracht werden. Zum anderen muss in unmittelbarer Nihe zur mutierten Sequenz
ein DSB initiiert werden, damit die homologe Rekombination gezielt in Gang gebracht wer-
den kann (Gabsalilow et al., 2013). AuBlerdem ist es von Bedeutung, dass die notigen DNA-

Reparaturproteine in der Zelle vorhanden sind und dieser Reparaturweg dadurch aktiv ist.
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3.3.1 Ex vivound in vivo Genome Editing der Retina

Grundsitzlich kann man weiterhin zwischen Genome Editing ex vivo und in vivo unterschei-
den (Abbildung 5). Die ex vzvo Strategie basiert auf dem Konzept, Hautbiopsien zu pluripo-
tenten Stammzellen (iPSCs) zu reprogrammieren. Durch einen Gentransfer werden in diesen
Zellen die Mutationen korrigiert, die Zellen zu Photorezeptoren oder RPE-Zellen differen-
ziert und in die Retina reimplantiert. Mit Hilfe dieser Strategie konnen die Zellen im Vor-
hinein fiir ein erfolgreiches Genome Editing auf leichte Weise behandelt, gescreent und se-
lektiert werden.

Im Gegensatz dazu werden bei der 7z vivo Methode Mutationen direkt in Korperzellen,
z.B. retinalen Zellen, in situ behandelt. Als Tridgersubstanz werden, wie bei der Genadditi-
onstherapie, Viren genutzt (Yanik et al., 2017a). Diese Strategie wird zurzeit in der Arbeits-
gruppe von Prof. Stieger zur Therapie von XLRP verfolgt. Durch subretinale oder intravit-
reale Injektion wird die Vektorsuspension zu den Zielzellen befordert. Zielzellen sind in der
Retina meist Zellen des RPE oder Photorezeptoren. Die Vektorsuspension beinhaltet die
Endonuklease, ein Template und modifizierende Agenzien. Nachdem die Reparatur stattge-
funden hat, degradieren Nuklease und Template schlie3lich, sodass in den Zellen nichts zu-

ruckgelassen wird.

Genome Editing
ex vivo in vivo

Hautbiopsie [ ﬁ subretinal

Gentransfer

Reprogrammierung
zu iPSCs 0 0
-’ )

Korrektur der o S .

krankheitsauslésenden '—”“f — ‘_, M“tat'o”,fc
Mutation S — -7 S -7 :\ —_— — ".
N Korrektur der
Differenzierung zu PR l krankheitsauslésenden
oder RPE Zellen .

. Mutation

Implantation in
die Retina

Abbildung 5: Ex vivo und in vivo Genome Editing in der Retina. iPSCs: Induzierte pluripotente
Stammzellen. PR: Photorezeptoren. RPE: Retinales Pigmentepithel.
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3.4  Hochspezifische Nukleasen

Inzwischen werden mehrere verschiedene hochspezifische Nukleasen, sogenannte ,,Gen-
scheren®, genutzt, um gezielte therapeutische DSB der DNA durchzufithren. Diese hoch-
spezifischen Nukleasen erkennen eine bestimmte DNA-Sequenz mit Hilfe ihrer DNA-Bin-
dedomine und fithren den DSB in der Sequenz oder in unmittelbarer Nihe ein. Zu den
hochspezifischen Nukleasen zihlen z.B. heterodimere Zinkfinger-Nukleasen (ZFN), TAL-
Effektor-Nukleasen (TALENs) und RNA vermittelte Nukleasen, wie CRISPR (c/ustered regu-
latory interspaced short palindromic repeat) / Cas9 (sieche Abbildung 6; Pingoud und Wende, 2011).
Besonders letzteres sorgt seit einigen Jahren fiir grof3e Erwartungen, da mit diesem System

relativ einfach an jeder Stelle im Genom gezielte DSBs induziert werden kénnen (Ran et al.,
2013).

Zinkfinger-Nukleasen TALEN CRISPR/ Cas
(ZFN)

w o

T L)
9bp 9bp 18 bp 18 bp ~20 bp

Abbildung 6: Hochspezifische Endonukleasen, die derzeitig in Verwendung sind. Schematische
Zeichnung der DNA-Bindedominen (blau) und DNA-Schneideproteine (rot). Die Linge der DNA-
Erkennungssequenz ist jeweils darunter abgebildet. TALEN: TAL-Effektor-Nuklease. CRISPR:
Clustered regulatory interspaced short palindromic repeat.

12



Einleitung: Kapitel 4 DNA-Doppelstrangbruchreparaturmechanismen

4. DNA-Doppelstrangbruchreparaturmechanismen

D ie effiziente Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen ist fir die genomische Integ-
ritit eines Organismus essentiell. Deshalb haben Organismen komplexe Signalwege
entwickelt, um auf Schiadigungen der DNA reagieren zu kénnen und damit die genomische
Stabilitit zu sichern. Grundsitzlich kann man die DNA-Doppelstrangbruchreparatur in drei
Hauptsignalwege einteilen: Homology-directed repair (HDR), Non-homologous end joining (NHE])
und Microbomology-mediated end joining (MME]) (Abbildung 7). NHE] tritt wahrend des gesam-
ten Zellzyklus auf, wohingegen HDR hauptsichlich wihrend der spiten S- und G2-Phase
stattfindet, wenn die Schwesterchromatiden als Template dienen kénnen (Langerak and
Russell, 2011). Prinzipiell konnen alle Wege fiir eine Verdnderung der DNA im Rahmen

einer therapeutischen Genom-Editierung genutzt werden.

DNA-Doppelstrangbruch

% | N

Non-homologous endjoining Hemology-directed repair Microhomology-mediated end joining
(NHEJ) (HDR) (MMEJ)
Deletion Mutation . 1p006p <20bp
- - -- = I
oder DNA Template DNA Template
Insertion l l
0 S

Genstilllegung Genaddition-, Korrektur oder Genkorrektur
(Indel Formation) -Modifikation

Abbildung 7: Die drei Hauptmechanismen der DNA-Doppelstrangbruchreparatur von eukaryoti-
schen Zellen zur gentherapeutischen Nutzung. Jeder Reparaturweg ist schematisch, mit dem dazu-
gehorigen Resultat der Reparatur, dargestellt. Indel: Insertion/Deletion.

Ein DSB kann in der Zelle zum Beispiel direkt, durch ionisierende Strahlung, oder indi-
rekt, durch chemische Modifikationen der DNA und damit Entstehung von Replikations-
Gabeln, auftreten. Der Finsatz hochspezifischer Nukleasen, die gezielte DSB in die DNA
einfiigen, konnte eine mogliche Therapie von genetisch bedingten Erkrankungen, wie XLRP,
sein. Der DSB wird als erstes von ATM (Ataxia telangiectasia mutated) und ATR (Ataxia telan-
geectasia and Rad3-related protein) erkannt und gebunden (Abbildung 8). Diese Proteine sind
Serin/Threonin-Kinasen, die fiir eine schnelle Phosphorylierung von H2AX, welches man
dann als yH2AX bezeichnet, sorgen. H2AX gehort zu der Familie der Histone H2A und ist
damit einer von finf Typen, die die eukaryotische DNA im Chromatin organisieren. In phos-
phorylierter Form kann es als Marker fir DSB genutzt werden. yH2AX spielt eine entschei-
dende Rolle bei der Rekrutierung von Checkpoint- und anderen Reparaturfaktoren zu DSB,
wie zum Beispiel MDC1 (Mediator of DNA damage checkpoint protein 1) (Yuan et al., 2010).
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Durch die Bindung von MDC1, welches ein Mediatorprotein ist, wird die E3 Ubiquitin-
Protein Ligase RNF8 aktiviert, die wiederum die Ubiquitinylierung von H2AX bewirkt. Die-
ser Effekt wird durch RNF168 zusitzlich verstirkt (Brandsma and Gent, 2012; Morales et
al., 2006). In Folge dessen kommt es zur Rekrutierung von 53BP1(#ransformation related protein
53 binding protein 1) und RAP8O0 (receptor-associated protein 8§0). RAP80 wiederum bindet BRCA1
(breast cancer 1), was entweder zu MME] oder HDR fiihrt. 53BP1 dagegen ist fur die Bindung
von Faktoren verantwortlich, die NHE] einleiten, und kann mit der DNA-Bindedomine von
p53 interagieren (Ginjala et al., 2011; Ward et al., 2003).

4.1  Non-homologous end joining (NHE])

Non-homologous end joining ist tir die schnelle Reparatur von DSB verantwortlich. Es ist somit
eine Art ,,Notfall-Reaktionsmaschinerie” fiir schadliche Effekte von DSBs (Li et al., 2018).
Dabei werden die Enden des DSB direkt miteinander ligiert, was zu kleinen Insertionen,
Deletionen und Substitution fithren kann (Chapman et al., 2012). Es beginnt mit der Bindung
des Ku70/Ku80-Heterodimers an dem Abschnitt der DNA, der zuvor von anderen Protei-
nen markiert wurde. Ku, so die Bezeichnung des Heterodimers, besitzt eine starke Affinitit
zu DNA-Enden und stabilisiert diese. Der Heterodimer bildet einen asymmetrischen Ring,
der doppelstringige DNA umschliefen kann, unabhingig von der DNA-Sequenz, da es mit
dem DNA-Ruckgrat interagiert. Ku70/Ku80 rekrutieren wiederum die DNA-PKes (DN.A-
dependent protein kinase catalytic subunit), die zusammen einen groBen Komplex bilden (DNA-
PK). Durch Autophosphorylierung der DNA-PKcs wird die DNA-Endprozessierung regu-
liert, das Enzym inaktiviert und die Dissoziation von der DNA eingeleitet (Neal and Meek,
2011). Im weiteren Verlauf werden WRN (Werner syndrome ATP-dependent helicase) und die
Nuklease Artemis phosphoryliert und dadurch aktiviert (Shrivastav et al. 2008). Sie prozes-
sieren die DNA-Enden. Nachdem dieser Vorgang abgeschlossen ist, konnen fehlende Nuk-
leotide durch die Polymerasen A und p eingefiigt werden (Schipler and Iliakis, 2013). An-
schlieBend folgt der finale Schritt, die Ligation der DNA-Enden des DSB. Fiir die Ligation
sind die DNA Ligase 4, XRCC4 (X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells
4) und XLF (auch Nhejl, nonhomologous end-joining factor 1) verantwortlich.

NHE] kann fiir eine therapeutische Genom-Editierung bevorzugt bei autosomal domi-
nanten Erbgingen zum Einsatz kommen (Bakondi et al., 2015). Bei nur einem mutierten
Allel oder einer Mutationen aul3erhalb des kodierenden Bereichs, kann es sinnvoll sein, Gene
auszuschalten. Durch das Einfithren eines DSB und die Reparatur durch NHE] kommt es
durch die zuvor beschriebenen Insertionen und Deletionen zur Anderung des Leserahmens.
Dies fihrt wiederum zum vorzeitigen Abbruch der Transkription, das kodierte Protein kann
nicht hergestellt werden und bt dadurch keinen toxischen Effekt auf die Zelle aus.

Die Nutzung von NHE] zur Zerstérung von Leserahmen aufgrund der Bildung von In-
sertionen und Deletionen im Bereich des Doppelstrangbruches wurde an der Netzhaut von

Miusen nach AAV vermitteltem Gentransfer 7z vivo bereits gezeigt (Yu et al., 2016). Dariiber
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hinaus wurde die Verinderung des Genoms im Bereich des MERTK Gens bei RCS Ratten
in vivo durch Homologie-unabhingige gezielte Integration (HITI) gezeigt (Suzuki et al., 2016).
Beides eignet sich jedoch nicht um Mutationen innerhalb von Exons zu korrigieren, da hier
keine Verinderung des Leserahmens toleriert werden kann. Daher muss hier nach dem ge-

zielten Doppelstrangbruch die Homologie-vermittelte Reparatur entweder durch HDR oder
MME] durchgefithrt werden.

4.2  Microhomology-mediated end joining (MME])

Der alternative Reparaturweg zum klassischen Weg des NHE] ist Microhonology-mediated end
joining, der auf mikrohomologen Bereichen beruht und immer in Deletionen resultiert. Dieser
Weg konkurriert mit HDR, tritt ebenfalls verstirkt wihrend der S Phase des Zellzyklus auf
und ist im Gegensatz zu dem klassischen NHE] Ku- und Ligase 4-unabhingig (Deng et al.,
2014). Der genaue molekulare Mechanismus ist bislang nicht aufgeklirt. Man geht jedoch
davon aus, dass er sich in mindestens finf Schritte gliedert. Es beginnt mit der Resektion der
Enden des DSBs, dann folgt das Annealing der mikrohomologen Bereiche (5 — 25 bp)
(McVey and Lee, 2008), die Uberhinge werden entfernt, die entstandenen Liicken im DNA-
Strang gefiillt und schlief3lich die Enden miteinander ligiert (Wang and Xu, 2017). Es konnte
bereits gezeigt werden, dass Mrell und CtIP (CtBP-interacting protein) wichtige Proteine des
MME] Mechanismus sind. Die Ligation der Enden erfolgt schlieBlich durch die DNA
Ligase 1 oder Ligase 3 (Truong et al., 2013).

Wie zuvor beschrieben, entstehen durch MME] Deletionen in der DNA. Jedoch wurde
jungst eine Strategie entwickelt, bei der MME] genutzt wird, um das Genom fehlerfrei zu
korrigieren. Bei dem sogenannten MhAX (wicrobomology assisted excision) konnen transgene
Expressionskassetten mit Hilfe der Mikrohomologien in das Zielgenom eingebaut werden

(Kim et al., 2018). Somit konnte auch MME] als Therapiestrategie fiir XLRP genutzt werden.

4.3  Homology-directed repair (HDR)

Im Gegensatz zu NHE] und MME] ist Homology-directed repair ein nahezu fehlerfreier Prozess,
da es ein Template fir die akkurate Reparatur nutzt. Nachdem der DSB durch die vorge-
schalteten Proteine erkannt wurde, wird der MRN Komplex, bestehend aus MRE11, RAD50
und NBS1, rekrutiert. Er erzeugt gemeinsam mit Exol (exonuclease 1), DNA2 (DNA replication
ATP-dependent helicase/ nuclease 2) und CtIP einzelstringige DNA 3‘-Uberhinge, die fiir die
erfolgreiche Reparatur von entscheidender Bedeutung sind (Schipler and Iliakis, 2013). Es
werden Homologe zu den Uberhingen gesucht, die als Template fiir die Reparatur genutzt
werden. Diese Prozessierung wird unter anderem auch von BRCA1 kontrolliert. Anschlie-
Bend rekrutieren BLM (Bloom syndrome, RecQ helicase-like) und Exol das RPA1 (replication protein
AT), welches die Einzelstringe bindet, dadurch stabilisiert und die Ausbildung von Sekun-
darstrukturen verhindert (Mimitou and Symington, 2009). RPA1 wird darauthin von RAD51

verdringt, welches nach homologen Bereichen sucht und durch Interaktion mit BRCA2 die
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DNA-Anlagerung begiinstigt. Die Ligation der DNA-Enden erfolgt schlieSlich durch die
DNA Ligase 1 (Holthausen et al., 2010; Yan et al., 2011).

HDR ist besonders fiir die Therapie von autosomal rezessiven Erbgingen geeignet, da die
Mutationen mit Hilfe der vorliegenden Template DNA korrigiert werden kénnen (Yanik et
al., 2017b). Durch die prizise Manipulation der DNA-Sequenz, die durch HDR ermdglicht
wird, bietet dieser Reparaturweg grofles Potential auch fiir angrenzende Forschungsfelder,
wie beispielsweise die Herstellung genetisch verinderter Tiere und Krebstherapien (Li et al.,

2018).
DNA-Doppelstrangbruch

5 | e—
3 :d
ATMD
ATR
Doppelstrangbruch H2AX
Erkennung und \"p)
Markierung l

Erzeugung von
3‘-Uberhingen

Ku70> - Ku Stabilisierung der
\4(“_89 Komplex  DNA Enden

\ DNA-PKcs)
e
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\-@D DNA Enden
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Abbildung 8: Proteine der zwei DNA-Reparaturmechanismen Homology directed repair (HDR, rot)
und Non-homologous end joining (NHE], blau). Nach Auftreten eines DSB binden zunichst Proteine,
die den DSB erkennen und markieren (grau). AnschlieBend findet die Entscheidung statt, welcher

Bindung und
Stabilisierung der
Einzelstrange

Reparaturweg eingeleitet wird.
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5. DNA-Reparaturaktivitat

D ie Aktivitit der verschiedenen DNA-Reparaturmechanismen ist davon abhingig, in
welchem Zustand sich eine Zelle befindet. Im menschlichen Korper eines Erwachse-
nen gibt es mitotische Zellen, jedoch ist der Grofiteil der Zellen nicht mehr teilungsaktiv.
Fir die Nutzung der zelleigenen DNA-Reparaturmechanismen fiir gentherapeutische Stra-
tegien ist es deshalb von Bedeutung zu berticksichtigen, in welchem Zustand sich die jewei-
lige Zelle befindet. Die Retina besteht aus postmitotischen Zellen. Die beiden Hauptsignal-
wege der DNA-Doppelstrangreparatur HDR und NHE] treten grundsitzlich in Konkurrenz
zueinander auf, jedoch unterscheiden sie sich in ithrem Auftreten innerhalb des Zellzyklus.
Wihrend NHE] hauptsichlich wihrend der G1 und GO Phase des Zellzyklus auftritt, kommt
es zu HDR wihrend der G2 und S Phase, wenn die Schwesterchromatiden als Template
dienen kénnen (Brandsma and Gent, 2012; Iyama and Wilson, 2013). Mao und Kollegen
berichteten 2008, dass 75% der DSB durch NHE] repariert werden und lediglich die verblei-
benden 25% durch HDR (Mao et al., 2008).

Da die meisten Studien die Haufigkeit von DNA-Reparaturproteinen in mitotischen Zel-
len untersuchen, sind bisher nur wenige Informationen tiber das Vorhandensein, die Funk-
tionalitit und Aktivitit dieser Proteine in postmitotischen Zellen bekannt. Dies gilt auch fur

die Photorezeptoren, sowohl in der murinen als auch in der humanen Retina.

51 Reparaturaktivitit in postmitotischen Zellen

Es konnte bereits die Existenz einiger HDR Faktoren, wie zum Beispiel MRE11, in postmi-
totischen Zellen nachgewiesen werden (Schneider et al., 2012). NHE] ist der vorherrschende
Reparaturmechanismus von Doppelstrangbriichen in postmitotischen Zellen, jedoch spielt
er auch in der Embryonalentwicklung eine entscheidende Rolle. In einer Studie, bei der die
Entwicklung der Retina von Miusen untersucht wurde, konnte gezeigt werden, dass es durch
Inhibition eines zentralen Reparaturproteins von NHE] zum Absterben von Neuronen der

Retina kommt (Baleriola et al., 2010).

5.2  Reparaturaktivitit in der Retina nachtaktiver Tiere

Die Aktivitit der DNA-Reparatur in Photorezeptoren wurde bisher nur in wenigen Studien
getestet. So beschrieben Frohns et al. einen Reparaturdefekt in Stibchen von Mdusen. Es
besteht moglichweise ein Zusammenhang zwischen der nukledren Architektur innerhalb der
Stibchen und der DNA-Reparaturaktivitit (Frohns et al., 2014). Die Stibchen der Mause
und anderer nachtaktiver Tiere haben eine einzigartige, invertierte Chromatinstruktur mit
einem groflen Chromozentrum in der Mitte der Kerne (Solovei et al., 2009). Verantwortlich
fir diese Struktur ist unter anderem das Fehlen des Lamin B Rezeptors (LBR) und der Pro-
teine Lamin A/C (Solovei et al., 2013). Wird die Expression des LBR in Stibchen durch
knock-in einer Expressionskassette wiederhergestellt, weisen die Kerne zu einem bestimmten

prozentualen Anteil eine konventionelle Chromatinstruktur auf.

17



Einleitung: Kapitel 5 DNA-Reparaturaktivitit

5.3  Verinderung der Reparaturaktivitit

Viele Studien weisen darauf hin, dass die Effizienz von HDR durch die Inhibition von NHE]
direkt gesteigert werden kann. Dazu kamen beispielsweise kleine Molektile zum Einsatz, die
die Expression oder die Enzymaktivitit von Schlissel Proteinen des NHE] Wegs inhibieren.
So kann zum Beispiel Scr7 an die DNA-Bindedomine der Ligase IV, das finale Protein im
NHE]J Weg, binden und ihre Aktivitit verhindern (Srivastava et al., 2012). Es wurden noch
zwel weitere kleine Molekiile, NU7441 und KU-0060648, als NHE] Inhibitoren getestet. Sie
unterbinden die Kinase-Aktivitit der DNA-PKcs (Robert et al., 2015). Zusitzlich wurden
noch andere Strategien verfolgt, um die Rate von NHE] zu reduzieren und dadurch HDR
zu favorisieren. Dazu zihlen Gen-Stilllegungen, proteolytische Degradation (Chu et al.,
2015), Gen knock-out (Zhu et al., 2015) und der Einsatz von siRNA, um die Expression von
Ku70/Ku80 zu inhibieren (Li et al., 2018).
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6. Die Mausmodelle

F r die biomedizinische Forschung ist die Untersuchung neuer therapeutischer Strategien

am Tiermodell nach wie vor unverzichtbar, um zu pridikativen Daten fiir die Anwen-
dung am Menschen zu gelangen. Dabei ist die Auswahl einer aussagekriftigen Tierspezies
von grofier Bedeutung. So ist beispielsweise die Struktur und Funktion der meisten Gene
beim Mensch und Siuger zueinander homolog, was darin resultiert, dass die genetischen Exr-
krankungen des Menschen auch beim Tier auftreten (Wolfe, 2009). Die Auswahl der Tier-
spezies als geeignetes Tiermodell fiir die vorliegende Studie erfolgt auf Grundlage der Ahn-
lichkeiten zwischen der jeweiligen Tierspezies und dem Menschen hinsichtlich verschiedener
Aspekte. Dazu zahlen die morphologische und physiologische Eignung des Tieres als Krank-
heitsmodell, sowie technische Aspekte, bezogen auf die Haltungsbedingungen und die Linge
der Generationszyklen (Stieger et al., 2009).

Grundsitzlich soll stets nach dem 3R-Prinzip von Russell und Burch von 1959 gearbeitet
werden (Russell and Burch, 1959). Es bezieht sich auf Mal3nahmen zur Reduzierung der
Versuchszahlen und die Belastungen der Versuchstiere. So stehen die 3R ftr Replacement (Er-
setzen), Reduction (Vertingerung) und Refinement (Optimierung).

Die Maus ist ein kleines Sdugetier, das bevorzugt als Tiermodell benutzt wird, da sie relativ
einfach und kostengtinstig zu halten ist und durch die geringe Linge ihrer Reproduktions-
zyklen eine grofie Zahl an Nachkommen in kurzer Zeit produziert. Zudem wurden schon
einige genetische Variationen gefunden, die zu retinalen Erkrankungen fithren und weitere
transgene Méuse konnen relativ einfach fir Untersuchungen hergestellt werden (Veleri et al.,
2015). In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt drei verschiedene Mausmodelle genutzt,
die im Nachfolgenden beschrieben werden. Adulte Mause der Linie C57BI6 dienten als Wild-
typ-Modell.

6.1 Die RpgrMaus

Die Rpgr conditional knockont Maus (B6J.Sv129-Rpgr™" stellt ein Modellsystem fiir XL.RP
dar, wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Stieger etabliert (Schlegel et al., 2018) und wird
im Folgenden als Rpgr Maus bezeichnet. Sie enthilt eine pathologische Punktmutation im
mutational hotspot Exon ORF15 des Rpgr Gens, die beim Menschen zur Ausbildung von XLLRP
fihrt. Durch die Mutation kommt es zum frameshift im Leserahmen des Gens und die zu
Glutamin/Glycin(GE)-reiche Aminosduresequenz im N-Terminus des Proteins wird zu ei-
ner Arginin/Lysin(RK)-reichen Sequenz. Es zeigt sich eine progressive Degeneration der
Netzhaut der Maus, mit frithen Verinderungen der dulleren Retina. Die morphologischen
und funktionellen Verinderungen erreichen nach etwa neun Monaten signifikante Level.
Aufgrund des degenerativen Phinotyps und der eingefiigten I-Scel-Schnittstelle eignet sich
dieses Mausmodell bestens fiir Studien zur Erprobung der Effizienz von Endonukleasen und
zur Charakterisierung der Effizienz von therapeutischen Applikationen an retinalen Neuro-
nen zn vivo.
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6.2  Die Lbr2 Maus

Weiterhin wurde die 472 Knock-in Maus (B6-Tg(pNRL-Lbr2)1) genutzt, die im Folgenden
stets als Lo72 Maus bezeichnet wird. Dieses Mausmodell wurde entwickelt, um die invertierte
nukledre Architektur in den Stibchen der Miuse riickgingig zu machen. Diese Chromatin-
struktur ist fir nachtaktive Tiere charakteristisch. Dafiir wurde die Expression des Lamin B
Rezeptors (LBR) in Stibchen durch Knock-in einer Expressionskassette wiederhergestellt,
was in 30-50% der Stibchenphotorezeptoren zur Etablierung der konventionellen Chroma-
tinstruktur fithrte (Solovei et al., 2013, Abbildung 9). Dadurch soll eine Anniherung an die
Chromatinstruktur des Menschen erreicht und die Ergebnisse besser tibertragbar gemacht

werden.

Abbildung 9: Chromatinstruktur einer Wildtyp (Wt) und einer Lyr2 Maus in der ONL. Die Stib-
chen Photorezeptoren der Wt zeigen eine invertierte Chromatinstruktur, wohingegen 30-50% der
Nuklei der Lbr2 Maus eine konventionelle nukledre Architektur aufweisen (mit Pfeil markiert).
MaBstabsbalken 50um.
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7. Organotypische Retinakultur

D ie Retina von Vertebraten stellt im Allgemeinen ein exzellentes Modell zur Untersu-
chung von biochemischen Prozessen, Mechanismen der Entwicklung und Funktio-
nen von neuronalem Gewebe unter normalen und pathologischen Bedingungen dar. Jedoch
weisen 7z vivo Studien technische Schwierigkeiten und dadurch Einschrinkungen auf. Bei
primiren Zellkulturen geht die komplexe Struktur des Gewebes verloren, sodass sie nur fiir
grundlegende Studien genutzt werden konnen. Aullerdem sind Zellen in Kultur mitotisch
und somit weit von der 7z vivo Situation entfernt. Deshalb wurden Methoden entwickelt um
die Retina 7 vitro zu kultivieren.

Die organotypische Retinakultur stellt ein 7z vztro System dar, das physiologisch nah an der
in vivo Situation ist, da die Zellen postmitotisch sind und neuronale Interaktionen der ver-
schiedenen hochspezialisierten Zelltypen und —Schichten erhalten bleiben (Gancharova et
al., 2013; Gustmann and Diinker, 2010). Aullerdem erlaubt sie experimentelle Manipulatio-
nen unter kontrollierbaren biochemischen Konditionen. Somit ist diese Technik ein effizi-
entes intermedidres Modellsystem zwischen der Zellkultur iz vitro und dem Tiermodell 7z vivo
(Mller et al., 2017, Abbildung 10).

Zellkultur Modell Organotypische Mausmodell
in vitro Retinakultur in vivo

Abbildung 10: Die organotypische Retinakultur als intermedidres System zwischen Zellkultur in
vitro und dem Mausmodell 7z vivo. Die isolierte Mausretina wird auf einer speziellen Membran in
Kontakt mit Kulturmedium inkubiert.

Forscher haben verschiedene Formen der organotypischen Retinakultur in den letzten
Jahrzehnten entwickelt, um das gro3e Feld der neurobiologischen Prozesse zu untersuchen.
Dazu zihlen die retinale Entwicklung, die Regeneration des zentralen Nervensystems, der
Zelltod, elektro-physiologische Aktivitit und genetische Modifikationen. Einhergehend mit
der variierenden Zielsetzung der Untersuchungen hat sich auch eine Vielfalt an Methoden
entwickelt (Bull et al., 2011). Grundsitzlich lasst sich jedoch festhalten, dass zur Herstellung
der organotypischen Retinakultur embryonale oder adulte Retinae verschiedener Spezies iso-
liert und das Gewebeexplantat auf einer Membran kultiviert wird, die in Kontakt zu einem
Nihrmedium steht.

In der Arbeitsgruppe von Prof. Stieger wird ausschlieBlich mit adulten Netzhduten (=12

Wochen) gearbeitet, da sie sich von der generellen Genexpression, wozu im speziellen auch
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DNA-Reparaturgene gehoren, von neonatalen Netzhauten unterscheiden. Wahrend der ers-
ten drei Wochen nach der Geburt finden unter Kontrolle verschiedener Wachstumsfaktoren
viele terminale Differenzierungen der retinalen Neurone statt. Da eine Therapie per thera-
peutischem Genome Editing in der Klinik an ausdifferenzierten Netzhiuten stattfinden wird,
sollte auch die Therapieentwicklung an geeigneten, sprich adulten, Netzhduten getestet wer-
den (Yanik et al 2017a).
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8. Zielsetzung

A ufgrund der zuvor beschriebenen Tatsachen sind die Ziele dieser Arbeit die Charakte-

risierung der organotypischen Retinakultur, hinsichtlich ihrer Genexpression verschie-
dener DNA-Reparaturgene. Im Fokus der Untersuchung stehen je drei Gene des NHE] und
HDR Reparaturmechanismus. Diese Charakterisierung soll eine spatere Nutzung des Mo-
dells fir gentherapeutische Ansitze ermoglichen. Dazu sollten Wt, Rpgr und Lb72 Mause
genutzt und die Expression, auch hinsichtlich Rbodopsin und Gliamarkern, verglichen werden.
Dabei soll im Speziellen die Expression in der ONL bestimmt werden, da sich dort die Zell-
kerne der PR befinden, die die Zielzellen einer Gentherapie von XRLP darstellen.
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1. Materialien
1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1: Chemikalien und Verbrauchslésungen. Alphabetische Auflistung mit Hersteller.

Chemikalie Hersteller

Accutase PAN Biotech, Aidenbach
Actrylamid Serva, Heidelberg
Agarose LE Genaxxon, Ulm

AGFA Entwicklerlésung Roéntgen-Bender

AGFA Fixierer (Réntgenfilme)

B Mercaptoethanol (BME)

Bovines Serumalbumin (BSA)

DMEM

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumphosphat (NaxHPOy)
dNTPs

ECL Plus Western Blotting Detection Reagents
Ethanol

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Fotales Kilberserum (FKS)

GelRed

Himalaun sauer nach Mayer

Hanks’ Balanced Saline Solution (HBSS)
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH>POy)
LC Green

Loading Dye

Magnesiumchlorid (MgCly)
Natriumchlorid (NaCl)

Milchpulver

Methanol

Penicillin

Salzsdure (HCI)

Sodium dodecyl Sulfat (SDS)

Serva DNA Stain G

Streptomycin

Heiland

Roth, Katlsruhe

Sigma Aldrich, St. Louis
PAN Biotech, Aidenbach
New England Biolab, Frankfurt am Main
Merck, Hohenbrunn
Fermentas, St. Leon-Rot
GE Healthcare, Chicago
Roth, Katlsruhe
Applichem, Darmstadt
PAN Biotech, Aidenbach
Biotium, Fremont
Waldeck GmbH, Munster
Thermo Fisher, Dreieich
Roth, Katlsruhe

Merck, Hohenbrunn
Biochem, Salt Lake City
Fermentas, St. L.eon-Rot
Promega, Mannheim
Roth, Katlsruhe
Sympatec, Clausthal-Zellerfeld
Merck, Hohenbrunn
PAN Biotech, Aidenbach
Roth, Katlsruhe

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

PAN Biotech, Aidenbach
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Tris Base
Tween20

Materialien

Roth, Karlsruhe
Roth, Katlsruhe

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien. Alphabetische Auflistung mit Hersteller.

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Polycarbonatmembran, PorengréBe 0.4 um, Laboglob.com GmbH, Gottmadingen,

30 mm Durchmesser

Membrane Slides, PEN-Membrane 2.0 um  Leica, Wetzlar

Multiply uStrip Pro 8-strip low profile
6 Well Multiwell Platte

Precellys Lysing Kit CK14

Tissue Freezing Medium

Tissue-Tek ® Cryomold

Sarstedt, Newton

Greiner, Kremsmiunster

Peglab Biotechnologie, Erlangen

Reichert Jung, Unterschlei3heim/Miinchen
Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen

1.2 Gerite

Tabelle 3: Gerite. Alphabetische Auflistung mit Hersteller.

Gerit

Hersteller

Autoklav DX-65

BioDocAnalyzer

BioPhotometer

Trans-Blot Turbo Transfer System
Brutschrank

Eismaschine

Elektrophorese Powersupply
Gelkammer Whatman

Kryotom CM1850UV

Lasermikrodissektionssystem LMDG6000

Magnetrihrer
Mastercycler ep realplex

NanoDrop

Systec GmbH, Linden
Biometra, Géttingen
Eppendorf, Wesslingen-Berzdorf
BioRad, Ridigheim

Binder, Tuttlingen

Scotsman, Berlin

Biometra, Géttingen
Biometra, Gottingen

Leica, Wetzlar

Leica, Wetzlar

IKA, Staufen

Eppendorf, Schénebuch/Basel

Thermofisher Scientific, Waltham

PCR Cycler T Professional Basic Gradient Biometra, Géttingen

pH Meter

Precellys Homogenisator
QIAxcel System
Sterilbank

Mettler-Toledo GmbH
Peqlab, Erlangen
Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe
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Thermoblock
Vortexer

Waage

Zentrifuge 1-15 PK
Zentrifuge 4K15
Zentrituge Micro 200

Materialien

Biometra, Géttingen
VWR, Damstadt
Ohaus, Zirich
Sigma, Minchen
Sigma, Minchen
Hettich, Tuttlingen

1.3 Puffer und Medien

Alle fiir diese Arbeit verwendeten Puffer und Medien sind in Tabelle 4, unter Angabe ihrer

Zusammensetzung, aufgefithrt. Fir alle Puffer und Medien wurde Reinstwasser verwendet,

das tber ein Reinstwassersystem (Satorius AG) gewonnen wurde.

Tabelle 4: Puffer und Medien. Alphabetische Auflistung und Zusammensetzungen.

Puffer und Medien

Zusammensetzung

Blockierlosung

Blotting-Puffer

DMEM (++-)

DMEM (+++)

DMEM (4+)

HBSS 1x

Phosphate-buffered saline (PBS)
10x

5 % Milchpulver
1x TBS

10 % Transfer-Puffer
10 % Methanol

DMEM
1% Penicillin / Streptomycin
2 % IL-Glutamin

DMEM

2% L-Glutamin

1% Penicillin / Streptomycin
10% FKS

50% DMEM

25 % FKS

25 % HBSS

100 pug/mL Penicillin / Streptomycin
2 mM L-Glutamin

10x HBSS von Thermo Fisher
mit ddH>O auf 1x verdiinnen, pH 7.4 einstellen

1.37 M NaCl
27 mM KCl
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Materialien

SDS-Laufpuffer 10x

TRIS-Borat-EDTA-Puffer (TBE)
10x

Tris-gepufferte Salzlésung (TBS)
10x

Transfer-Puffer 5x

18 mM KH2PO,
100 mM Na,HPO,
pH 7.4

25 mM Tris-Base
1.92 mM Glycin
0,1% SDS

1 M Tris-Base
820 mM H3BO3
10 mM EDTA

1.5 M NaCl
30 mM KCI
250 mM Tfris
pH 7.4

250mM Tftis
2 M Glycin

1.4 Kits

Tabelle 5: Kits. Alphabetische Auflistung mit Verwendung und Hersteller.

Kit Verwendung

Hersteller

iScript cDNA Synthesis Kit

Pierce™ Coomassie Plus (Brad- Protein Konzentrationsbestimmung

ford) Assay Kit

cDNA Synthese

Bio-Rad, Munchen

Thermo Scientific, Waltham

NucleoSpin® Gel and PCR Aufreinigung von DNA nach Agarose- Macherey-Nagel, Diiren
Clean-up gel oder PCR

PrimeScript™ RT Master Mix cDNA Synthese Takara, Saint-Germain-en-Laye
RNeasy® Micro Kit RNA-Isolation (Retina, LMD Proben) Qiagen, Hilden

RNeasy® Mini Kit RNA-Isolation (weitere Gewebe, Zellen)Qiagen, Hilden
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1.5 Primer

Tabelle 6: Primer. Auflistung unter Angabe der Primernummer, ihrer Sequenz und Produktgréfle.
Fwd: forward. rev: reverse. h: human. m: Maus.

Primer Name Sequenz Produkt-
linge

1929 GAPDH fdw (h)  5“ATGGGGAAGGTGAAGGTCGG-3 162 bp

1930 GAPDH rev (h) 5-GCCATGGGTGGAATCATATTGG-3¢

2189  Gapdh fwd (m) 5-GGTCGGTGTGAACGGATTTGG-3¢ 199 bp

2190  Gapdh rev (m) 5-CCCGTTGATGACAAGCTTCCC-3°

3035 Rhodopsin fwd (m) 5-GAAGACCACACCCATGATAG-3 208 bp

3036  Rhodopsin rev (m) 5“-ATTCACCACCACCTTCTACA-3*

3043 Aifl fwd (m) 5-GATGTATGAGGAGAAAAACAAAGAACAC-3° 177 bp

3044 Aifl rev (m) 5“TTATTTAGTCTGACTCTGGCTCACG-3°

3047  Gfap fwd (m) 5-GCTGGACCAGCTTACGGCCAACAGT-3* 169 bp

3048 Gtfap rev (m) 5“AGCCAGGGTGGCTTCATCTG-3°

3128  Ku80 fwd (m) 5-GCAGCAAAGGATGATGAGGC-¥ 156 bp

3129  Ku80 rev (m) 5-CTCATAGGCGTCCTTAATGTAAGG-3

3132 KUB80 fwd (h) 5-GTGGAGACACAGCAGCTGTATTTG-3 184 bp

3133  KUB80 rev (h) 5-CCTGCTGGGAATTTCTTGAGATT-3

3368 Rad50 fwd (m) 5-GAGTGTCAATAGAGACATACAGCGC-3 195 bp

3369 Rad50 rev (m) 5-TCTACTCCCTGCAGCTTAGCTG-3

3374 DNA-PKcs fwd (m) 5-CTTCATGTACGTGGAGCTCATTC-3° 197 bp

3375 DNA-PKcs rev (m) 5-GAGGGAAGCTGTCTATCTGTACCA-3°

3380 53bpl fwd (m) 5-CTGGGCAAAGACATTCTCCTG-3¢ 197 bp

3381 53bpl rev (m) 5-CCTTGCTCCAAGGACAGAATG-3

3382 18 SRNA fwd (m) 5-GACACGGACAGGATTGACAGATT-3¢ 206 bp

3383 18SRNArev (m) 5-TCAATCTCGGGTGGCTGAA-3*

3436 Brcal fwd (m) 5-“CTGCCGTCCAAATTCAAGAAGT-3* 223 bp

3437 Brcal rev (m) 5-CTTGTGCTTCCCTGTAGGCT-3

3438  CtIP fwd (m) 5-GTGTGATCGCTGTGCAGTAAC-3¢ 189 bp

3439  CtIP rev (m) 5-GCTACTTGATCCTGTTGACCATT-3¢

3494 53BP1 fwd (h) 5-CTCCAGACGCACAAAGAAAATCC-3° 173 bp

3495 53BP1 rev (h) 5-ACCTGACTGATGGAACCACAT-3¢

3500 RADS50 fwd (h) 5“TACTGGAGATTTCCCTCCTGG-3 228 bp

3501 RAD5O0 rev (h) 5-AGACTGACCTTTTCACCATGC-3

3811 Ku80 ORF fwd (m) 5“ATGGCGTGGTCCGGTAATAAGGC-3 2199 bp
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3812 Ku80 ORF rev (m) 5“-CTATATCATGTCCAGTAAATCAT-3

3985 Chx10 fwd (m) 5-GGAGCTGGAGAAAGCATTCAATGA-3" 181 bp
3986 Chx10 rev (m) 5-GAGACCATACTCAGCCATGACGCT-3
4118 BRCAI1 fwd (h) 5-GCAAATACAAACACCCAGGATCC-3° 194 bp

4119 BRCAT1 rev (h) 5-CACCCAGATGCTGCTTCACCTAA-3"

1.6  Enzyme

Tabelle 7: Enzyme. Alphabetische Auflistung mit Hersteller.

Enzym Hersteller

DNase I Fermentas, St. L.eon-Rot
GoTaq Polymerase ~ Promega, Mannheim

PrimeScript RTase ~ Takara, Saint-Germain-en-Laye

1.7 Grolenstandards

Tabelle 8: GroBenstandards. Alphabetische Auflistung mit zugehérigem Hersteller.

Maker Hersteller
GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder Fermentas, St. L.eon-Rot
QIAxcell RNA rouler 200 — 6000 nt Qiagen, Hilden

Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder ~ Thermo Scientific, Waltham
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2. Methoden

2.1  Die organotypische Retinakultur

Die organotypische Retinakultur der adulten Mausretina stellt eine etablierte Methode im
Labor der molekularen Ophthalmologie der Augenklinik in GieBen dar (Muller, 2019).

2.1.1 Versuchstiere
Die Augen wurden adulten Miusen, die drei oder neun Monate alt waren, entnommen. Zur

Verfugung standen Miuse von drei verschiedenen Linien: Wildtyp (C57Bl6), Rpgr
(B6J.SV129-Rpgr™"*) und L2 (B6-Tg(pNRL-Lbr2)1) Miuse. Die Versuchstiere wurden
bei Beleuchtungsverhiltnissen von 12 h Licht und 12 h Dunkelheit gehalten.

2.1.2 Priparation der Netzhaut
Aus tierschutzrechtlichen Griinden wurde die zervikale Dislokation der Tiere entsprechend

den Richtlinien der GV-SOLAS (Gesellschaft fir Tierversuchskunde) und die nachfolgende
Augenentnahme von Birbel Fiihler durchgefiihrt.

Die anschlieBende Priparation erfolgte unter dem OP-Stereomikroskop und wurde von
Franziska Wagner durchgefiihrt. Zunichst wurde das Auge, nach der Entnahme, zwei Mal
in HBSS gespiilt, um eventuell vorhandene Haare oder Blut zu entfernen. Die weitere Pri-
paration erfolgte in dem Deckel einer kleinen Petrischale, der mit DMEM++- (CO»-gesit-
tigt) gefillt war. Das Auge der Maus wurde vorsichtig mit einer spitzen Kantle (Durchmesser
0,4 mm) auf Hoéhe der Ora serrata angestochen und mit einer Irisschere ringférmig aufge-
schnitten. Dadurch konnte der vordere Teil des Augapfels (Cornea, Linse und Glaskorper)
entfernt und die Retina zuginglich gemacht werden. Als nichstes wurde die Retina an vier
diametral gegeniiberliegenden Stellen radial eingeschnitten, um sie anschlieBend flach auf ei-
ner Membran ausbreiten zu kénnen. Dazu wurde die Retina zunichst von dem retinalen
Pigmentepithel und der Sklera gelést. Nach dem Ausbreiten auf der Polycarbonatmembran
entstand die charakteristische Kleeblattstruktur. Die Retina wurde mit den Photorezeptoren
nach unten platziert und zunichst mit DMEM++- und nach etwa 2 bis 4 Stunden mit
DMEM4+ versorgt. Dazu wird die Vertiefung der Kulturplatte mit 1 ml Medium gefiillt,
sodass es in Kontakt mit der Membran steht. Die Kultivierung der Explantate erfolgte im
Brutschrank bei 37 °C und 5% CO; fiir eine Dauer von bis zu 8 Tagen. Ein Mediumwechsel
fand alle 2 Tage statt (Abbildung 11).

Kulturbeginn

) y Medium- Medium- Medium-

~ wechsel wechsel wechsel

l | | | | .
I I I I I I
o 1 2 4 6 8

Kulturdauer [Tage] und Zeitpunkte der ,Ernte

Abbildung 11: Dauer der organotypischen Retinakultur und Analysezeitpunkte.
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2.1.3 Ernte und Lyse der Retinakultur
Zum Ernten der Retinakulturen wurde das Medium abgesaugt, etwa 1 ml HBSS Puffer zum

Waschen darauf gegeben und ein weiteres Mal gewechselt. Wichtig dabei war, dass man die
Retinae vorsichtig freischwemmt und sie sich von der Membran 19sten. Um eine ausrei-
chende Menge an RNA isolieren zu kénnen, wurden fiir die Lyse und alle darauffolgenden
Schritte jeweils drei Retinae verwendet. Nun konnte man die drei Retinae mit einer sterilen
Pinzette in ein gewogenes Precellys-Rohrchen, das mit 350 pl RLT Puffer (aus RNeasy Micro
Kit, + 10 pl BME/ml RLT-Puffer) geftillt war, tberfiihren und erneut wiegen. Das Gewicht
der Retinae wurde dokumentiert. Es folgte die Homogenisierung in der Precellys fir 30 s bei
5500 rpm und ein Zentrifugationsschritt fiir 3 min bei maximaler Geschwindigkeit. Der

Uberstand, das Lysat, wurde in ein neues Reaktionsgefil3 tiberfiihrt und bis zur Isolation der
RNA bei -80°C aufbewahtt.

2.2 Kultivierung von eukaryotischen Zellen
Alle Arbeiten in der Zellkultur wurden unter sterilen Bedingungen unter einer Sterilbank

durchgefiihrt. Die Zelllinien HEK293 und C2C12 wurden mit Medium (DMEM+++, siche
Tabelle 4) in einem Inkubator bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Fur die Passagierung von
Zellen wurden diese von der Zellkulturplatte gel6st, in entsprechendem Medium verdinnt

und auf eine oder mehrere neue Schalen uberfihrt.

2.2.1 Weitere Zellen

Fir diese Arbeit wurde auBlerdem RNA von weiteren Zellen genutzt, die jedoch von Alex
Garanto PhD (Nijmegen, Niederlande) isoliert wurde. Bei diesen Zellen handelt es sich um
humane embryonische Nieren Zellen (HEK293T), Fibroblasten (FIB), immortalisierte RPE
Zellen (htert), induzierte pluripotente Stammezellen (iIPSC) und Photorezeptor-dhnliche iPS
(iPS-PPC).

2.2.1 Ernte und Lyse der Zellen

Fir die Ernte der C2C12 Zellen musste zunachst das Medium abgenommen, die Zellen mit
PBS gewaschen und anschlieBend mit Accutase bei 37°C fiir etwa 10 min inkubiert werden.
Danach 16sten sich die Zellen von der Platte. HEK293 Zellen konnten direkt mit DMEM
vorsichtig von der Platte gespiilt werden. Die Zellen wurden anschlieBend mit DMEM ver-
dinnt, 500 pl der Zellsuspension in ein kleines Reaktionsgefdl3 iberfihrt und fir 5 min bei
280xg und 4°C zentrifugiert. Im nichsten Schritt wurde der Uberstand verworfen, das Pellet
mit PBS gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut verworfen, das
Pellet in 350 ul RLT Puffer (aus RNeasy Mini Kit, +BME) gelost und in ein Precellys Rohr-
chen tberfihrt (30 s bei 5500 rpm). Es erfolgte ein Zentrifugationsschritt fir 3 min bei ma-
ximaler Geschwindigkeit. Der Uberstand, das Zelllysat, wird in ein RNase freies Reaktions-
gefdl3 Uberfiihrt, in flissigem Stickstoff tiefgefroren und bei -80°C bis zur RNA-Isolation
gelagert.
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2.3 RNA-Isolation

Die Isolation der Gesamt-RNA aus den Retinae sowie der LMD Proben wurde mit dem
RNeasy Micro Kit von Qiagen nach Angaben des Herstellers vorgenommen und die Elution
erfolgte in 15 ul RNase freiem Wasser. Die Isolation der RNA aus anderen Mausgeweben
und Zellen einer Zellkultur erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit von Qiagen, wobei die RNA
in 30 ul RNase freiem Wasser eluiert wurde. Bei jeder RNA-Isolation wurde ein DNase I
Verdau direkt auf der Siule vorgenommen (DNase I Set, Qiagen), um Kontaminationen mit

genomischer DNA zu verhindern. Dabei wurde nach Herstellerangaben vorgegangen.

2.4  Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren
Zur Bestimmung der Konzentration der RNA wurde eine photometrische Messung vorge-

nommen. Dazu wurden 10 ul einer 1:10 Verdiinnung der RNA-Losung mit RNase freiem
Wasser hergestellt, in die Messkiivette pipettiert und die Absorption bei 260 nm mit dem
BioPhotometer von Eppendorf gemessen. Das Verhiltnis der Absorption von 260 nm und
280 nm ist zusatzlich ein Maf3 fir die Reinheit der RNA. Liegt dieser Wert tiber 2,0 wird die
RNA im Allgemeinen als ,,rein® bezeichnet. Die Konzentration der Proben der Lasermikro-
dissektion wurden aufgrund der geringen RNA Konzentrationen mit dem NanoDrop (Ther-

mofisher Scientific) bestimmt.

2.5 Qualititskontrolle der RNA
Fir den Einsatz der RNA in der darauffolgenden qPCR spielt nicht nur die Konzentration,

sondern auch die Qualitit der RNA eine entscheidende Rolle. Die Kontrolle der Qualitit
wurde mit dem QIAxcel RNA System von Qiagen uiberpriift. Dies ist ein automatisiertes
Elektrophorese System, das auf einer Kapillarelektrophorese basiert. Es beinhaltet eine Reihe
von Licht emittierenden Dioden und mikro-optischen Kollektoren die mit Kapillaren der
QIAxcel Gel-Patronen verbunden sind. Fragmente, die durch die Gelmatrix wandern, wer-
den detektiert und Gber einen Photomultiplier fiir die Interpretation der Daten zu der ent-
sprechenden ScreenGel Software tibermittelt. Dort werden die einzelnen Bestandteile der
RNA dargestellt, die sich aus der rRNA (58, 18S und 28S Untereinheiten), mRNA, etc. zu-
sammensetzt. Die Integritit der RNA ist gesichert, wenn eindeutige Banden auf Hohe der
18S und 288 rRNA-Untereinheiten zu erkennen sind, da die tRNA mit bis zu 70% den groB3-

ten Anteil in einer Zelle ausmacht. Die Durchfihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

2.6  Polymerase Kettenreaktion

2.6.1 cDNA Synthese
Die Synthese der complementary DN.A (cDNA) aus der zuvor isolierten Gesamt-RNA beruht

auf dem Prinzip der Reversen Transkriptase (RT)-PCR. Dazu ist eine RNA abhingige DNA
Polymerase (Reverse Transkriptase) notig. Diese Reaktion wurde mit dem Kit PrimeScript™
RT Master Mix von Takara nach Herstellerangaben durchgefithrt. Es wurde stets eine defi-
nierte Menge RNA zur Umschreibung eingesetzt. Die cDNA wurde anschlieBend bei -20°C

aufbewahrt.
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2.6.2 Polymerase Chain Reaction (PCR)
Die Polymerase Chain Reaction, zu Deutsch Polymerase-Kettenreaktion, ist eine Methode um

DNA 7n vitro zu vervielfiltigen. Man kann den Ablauf in drei Phasen teilen. Es beginnt mit
der Denaturierungs-Phase, wihrenddessen die doppelstringige DNA in Einzelstringe ge-
trennt wird. Dem folgt die Annealing-Phase. Dabei lagern sich die beiden Primer, die in
Jforward- und reverse-Richtung gewihlt werden, an ihre komplementiren Sequenzen in der Aus-
gangs-DNA an. AnschlieBend folgt die Elongations-Phase. Wahrend dieser Phase nutzt die
thermostabile DNA-Polymerase die angelagerten Primer als Startpunkt und baut die vorhan-
denen dNTPs komplementir zur Ausgangs-DNA ein. Diese drei Phasen werden in mehre-
ren aufeinander folgenden Zyklen wiederholt. Abhingig von dem jeweiligen Gen wurden
hier 30, 35 oder 40 Zyklen genutzt. Zur Anfertigung dieser Arbeit wurde die GoTaq-Poly-
merase von Promega verwendet. Das Temperaturoptimum der Taq-Polymerase liegt bei 72

bis 75°C und ihre Syntheserate bei etwa 1000 bp pro Minute.

2.6.3 Quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR)
Die quantitative PCR (qPCR) ist eine hochsensitive Methode, die eine Quantifizierung der

Transkripte erlaubt. Im Gegensatz zu einer Standard-PCR wird zusitzlich ein Fluoreszenz-
farbstoff zu dem Reaktionsansatz hinzugegeben, um die Amplifikation bereits wihrend der
Reaktion verfolgen zu kénnen. In dieser Arbeit wurde der Farbstoff LC Green von Biochem
verwendet. Dieser verhilt sich dhnlich wie SYBR Green, soll jedoch fiir eine héhere Auflo-
sung der Schmelzkurve sorgen. Beide Farbstoffe konnen in doppelstringige DNA interka-
lieren und dadurch ihr Absorptionsspektrum verindern. Die Zunahme des Fluoreszenzsig-
nals ist proportional zur Menge des vorhandenen PCR-Produkts. Uberschreitet das Fluores-
zenzsignal der Produkte die Hintergrundfluoreszenz, so ist der sogenannte Ct-Wert (Cycle
threshold) erreicht. Je kleiner der Ct-Wert ist, desto gréfer die vorhandene Menge an DNA,
ausgehend von einer stabilen Effizienz der PCR. Bei der Durchfithrung der qPCRs wurde
stets nach den MIQFE-Guidelines (Bustin et al., 2009) gearbeitet.

Standard PCR-Ansatz (10 pL):

1pl  cDNA

0,4 ul  forward Primer [10 mM]

0,4 ul  reverse Primer [10 mM]

1,6 ul  dNTPs [1,25 mM]

2ul 5x GoTaq Flexi Buffer (farblos)
1ul  GoTaqg-Polymerase

1,2l MgCl;[25 mM]

0,8 ul  LC Green

25ul  ddHO

34



Material & Methoden: Kapitel 2 Methoden

Standard qPCR Programm:
Denaturierung ~ 95°C 1 min
Annealing X°C 30s
Elongation 72°C 30s >~ x 35 (40)
95°C 30
60°C 155
95°C 155

Am Ende der Reaktion wurde eine Schmelzkurve von 55-95°C mit einer Erhéhung von
0,5°C pro 30 s aufgenommen. Die PCR-Produkte werden je nach GroBe unterschiedlich
schnell aufgeschmolzen, die Fluoreszenzmolekiile freigesetzt und es folgt eine Abnahme der
Fluoreszenz. Mit dieser Methode kann man feststellen, ob bei der PCR-Reaktion tatsichlich

nur ein Produkt amplifiziert wurde.

2.6.4 Primerdesign
Alle Primerpaare wurden mit dem Programm Vektor N'TT designt und die Gensequenz zu-

vor Uber NCBI (National Center fiir Biotechnology Information) ermittelt. Fur das Design
der Primer wurden folgende Kriterien, entsprechend der MIQE-Guidelines, angewandt: eine
Produktgrole von 140 bp bis 230 bp und ein GC-Gehalt von etwa 50%. Auflerdem wurden
Exon-tibergreifende Bereiche ausgewihlt, um die Amplifikation von genomischer DNA aus-

zuschlieB3en.

2.6.5 Primeroptimierung

Der erste Schritt zur erfolgreichen Durchfithrung einer qPCR ist die Optimierung der PCR
Protokolle fir jedes einzelne Primerpaar. Der Standard qPCR Ansatz besteht aus ddH2O,
Puffer, MgCl2, INTP-Mix, forward Primer, reverse Primer, Tag-Polymerase, LC Green und
der cDNA. Die genaue Zusammensetzung ist im Teil ,,Material und Methoden® festgehalten.
Die Primer wurden so gewihlt, dass sie eine Sequenz amplifizieren, die mindestens innerhalb
zweier Exons liegt. Damit soll sichergestellt werden, dass keine genomische DNA, sondern
nur cDNA, die auf die mRNA zuriickgeht, vervielfiltigt wird. Genomische DNA besitzt im
Gegensatz zur mRNA zwischen den Exons nicht kodierende Abschnitte, die Introns, sodass
sich die Lange der PCR-Produkte verindern oder mehrere Produkte entstehen wiirden.

Mit jedem Primerpaar wurde ein Temperaturgradient mit dem Standard qPCR Ansatz und
cDNA der Mausretina von Tag 0 durchgefithrt, um die optimale Annealing-Temperatur zu
bestimmen. Dabei ist es entscheidend, dass moglichst keine Primerdimere und nur das ge-
wunschte Produkt entstehen. Unter Einbeziehung der Ct-Werte, der Schmelzkurvenanalyse
und des Agarosegels konnte eine Annealing-Temperatur ausgewihlt werden. Da die Pro-
dukte aller Gene mit den ausgewihlten Primern sehr klein sind (162 bp bis 228 bp) war fiir
die einzelnen Schritte der qPCR (Denaturierung, Annealing, Elongation) eine Dauer von 30

Sekunden ausreichend.
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2.6.6 Auswahl der Referenzgene
Als Referenzgene bezeichnet man Gene, die eine Schliisselrolle in biologischen Signalwegen

spielen, ubiquitir exprimiert werden und ein dhnliches Expressionslevel fiir alle Proben auf-
weisen. Sie werden als interne Kontrolle benétigt, um eine Standardisierung und Quantifi-
zierung der Messwerte vornehmen zu koénnen. In dieser Arbeit wurde Glyceraldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (Gapdh) als Referenzgen ausgewihlt. GAPDH ist ein weit verbrei-
tetes Enzym, das bei der Energiegewinnung durch die Glykolyse eine wichtige Rolle spielt.
Das hier ausgewihlte Gen wurde zuvor in der Literatur wihrend der Entwicklung der Retina
als stabil beschrieben (Rocha-Martins et al., 2012). Zusitzlich zu Gapdh wurde fir die Analyse
der Lasermikrodissektions-Ergebnisse 785 RINA als Referenzgen genutzt.

2.6.7 2(-AACt)-Methode
Um eine relative Quantifizierung der qPCR Daten vornehmen zu kénnen, wurde aus den

Ct-Werten der 2*“-Wert berechnet. Dabei wird die Expression eines Zielgens auf die Ex-
pression eines nicht regulierten, konstant exprimierten Referenzgens bezogen. Aus den
Delta-Ct-Werten der beiden Gruppen wird anschlieBend der Delta-Delta-Ct-Wert gebildet
und dies wiederum in die Formel 2*4“ eingesetzt, um den Expressionsunterschied der bei-

den Gruppen zu ermitteln. Die Berechnung dieses Wertes ist im Folgenden dargestellt:

ACt = Ct Zielgen — Ct Referenzgen
AACt = ACt — ACt Kontrolle

Ratio = 2044

2.7  Agarosegelelektrophorese und DNA-Firbung
Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese kann die GroBe und Menge von DNA bestimmt

werden. Agarose, ein Polysaccharid, kann nach Erhitzen Polymere bilden, sodass ein Gel mit
definierter Porengroéfie einsteht. Die Groéfle der Poren ist abhidngig von der eingesetzten
Konzentration an Agarose. Die Methode kann Molekile von einer Grée zwischen 150 und
20.000 bp auftrennen. Dazu musste zunichst die Gell6sung angesetzt werden. Diese besteht
aus 2 % Agarose (w/v), die in TBE-Puffer gelost wird. Um die Agarose zu 16sen, wurde das
Gemisch kurz aufgekocht. Zur Anfirbung der DNA wurde Ethidiumbromid, GelRed oder
SERVA DNA Stain G verwendet. Diese Farbstoffe wurden direkt zu dem Gel pipettiert.
Die Gell6sung wurde dann in entsprechende Gelschlitten gegossen und der Probenkamm
eingesetzt. Nachdem das Gel fest geworden war, konnte der Kamm gezogen werden. Die
Proben wurden mit DNA-Auftragspuffer versetzt und in die Taschen geladen. Als Laufpuf-
fer diente hier ebenfalls TBE. Der verwendete Marker war Gene Ruler 100bp Plus von Fer-
mentas. Im Anschluss wurden die Gele unter UV-Licht betrachtet und tiber ein Geldoku-

mentationssystem digitalisiert.
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2.8  Semi-quantitative Analyse mit Fiji
Um eine semi-quantitative Bestimmung der Genexpression nach einer PCR durchfithren zu

konnen, wurde die Schwarzfirbung des Gels nach Ethidiumbromid-Farbung mit Hilfe des
Programms Fiji quantifiziert (Abbildung 12). Die Intensitit der Banden wurde gemessen und
das Verhaltnis der Zielgene und des House-Keeping Gens (GAPDH) gebildet, um mogliche
initiale Variationen in der Probenkonzentration auszuschlieBen und als Kontrolle der Effizi-
enz der Reaktion. AnschlieBend wurde noch eine Normalisierung der Zellkultursysteme mit

der humanen Retina vorgenommen.

HEK293T
FIB
htert
iPSC e
iPS-PPC l
XV
RNA Isolation ‘

cDNA Synthese
(iIScript cDNA Synthesis Kit, BioRad)

human retina cDNA
(Human Retina QUICK-Clone™ cDNA, Takara)

PCR mit Primer fur Stansion:  iMelting
DSB-Reparatur Gene :

Annealing

FIB  HEK293T  htert  IPSCPPC  IPSC retina  nctrl

.
Semi-Quantifikation e e c— c— c— —
mit Fiji

Abbildung 12: Semi-quantitative Analyse der Genexpression von humanen Zellen. HEK293T: hu-
mane embryonische Nierenzellen. FIB: Fibroblasten. htert: Immortalisierte RPE Zellen iPSC: In-
duzierte pluripotente Stammzellen. iPS-PPC: Photorezeptor-dhnliche iPS.

2.9  Proteinanalytik

2.9.1 Proteinisolation
Zur Isolation von Proteinen aus Geweben, wurde etwa 100 mg Gewebe eingewogen und in

der Precellys homogenisiert.

2.9.2 Bradford Assay
Die Bestimmung der Protein-Konzentration erfolgte nach der Methode von Bradford et al.,

1976. Das Prinzip beruht auf der Bindung zwischen unpolaren Proteinseitenketten und dem
Farbstoff Coomassie Brilliant Blue, wobei sich nach Komplexbildung das Absorptionsmaxi-
mums des Farbstoffs von 470 nm auf 595 nm verschiebt (Bradford, 1976). Hierzu wurde das

Pierce™ Coomassie Plus (Bradford) Assay Kit von Thermo Scientific verwendet.
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2.9.3 SDS- Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)
Die elektrophoretische Auftrennung von Proteingemischen anhand ihrer Grofle erfolgte

nach der Methode von Limmli, 1970. Die denaturierten Proteine wandern dabei in einem
elektrischen Feld durch eine Matrix aus Polyacrylamid. Durch den Zusatz von SDS in Puffer
und Gelmatrix wird die Auftrennung der Proteine unabhingig von der Eigenladung der Pro-
teine gewihrleistet, sondern ausschlieflich aufgrund der Linge ihrer Aminosdureketten
(Laemmli, 1970). Das Gel bestand aus einem Trenngel mit pH 8.8 und einem dartiber lie-

genden Sammelgel mit pH 6.8 (siche Tabelle 9).

Tabelle 9: Zusammensetzung des SDS-Gels.

Sammelgel (4%) Trenngel (10%)
30% Acrylamid (1:29)  30% Acrylamid (1:29)
1.5 M Tris/HCl pH 6.8 1.5 M Tris/HCl pH 8.8

20% SDS 20% SDS
10% APS 10% APS
TEMED TEMED
HO H>O

Durch Zugabe von TEMED und des Katalysators APS begann die Polymerisation des
Gels, weshalb diese unmittelbar vor dem GieBlen der Gele stattfand. Das Trenngel wurde
mit Ethanol Gberschichtet, um eine glatte Gelkante zu erzeugen. In das Sammelgel wurde
der Gelkamm gesteckt. Die Gelkammer wurde mit 1x SDS-Laufpuffer gefillt und die Pro-
ben konnten geladen werden. Dazu wurden Proben vieler muriner Organe lysiert. Fiir die
Herstellung der Lysate wurden verschiedene Lysis-Puffer auf ihre Effektivitit getestet. Dazu
zihlen RIPA-Putffer, ein SDS Lysis Buffer (SLB) nach Britton et al. 2013 und ein kommer-
ziell erhiltlicher Puffer (5x Luciferase Assays Lysis Buffer von Promega). Das Gel befand
sich fir 10 min in einem Spannungsfeld von 35 mA und 100 V und anschlieBend fir 55 min

bei 200 V. AnschlieSend folgte die Weiterverwendung fiir den Western Blot.

2.9.4 Western Blot

Die qualitative Analyse spezifischer Proteine in einem Zelllysat setzt neben der Auftrennung
von Proteinen in Polyacrylamid-Gelen, einen anschlieBenden Transfer der Proteine auf die
Oberfliche von Nitrocellulose- oder PVDF-Membranen voraus. Daran schlief3t sich wiede-
rum ein Antikérper-gekoppeltes Nachweisverfahren verschiedener Proteinkomponenten an.
Fir den Proteintransfer aus SDS-Gelen wurde in dieser Arbeit das Semi-Dry-Blot-Verfahren
und Nitrocellulose-Membranen genutzt. Zusitzlich wurden vier diinne und zwei dicke Fil-
terpapiere benotigt. Diese wurden gemeinsam mit dem SDS-Gel und der Membran in Trans-
fer-Puffer getrinkt, in den Blotter eingelegt und ein Spannungsfeld von 200 mA und 25V
fir 45 min angelegt.

38



Material & Methoden: Kapitel 2 Methoden

Im Anschluss wurde die Membran fiir mindestens eine Stunde gegen die Anheftung wei-
terer Proteine an die Membran blockiert. Dazu wurde in dieser Arbeit eine 5-prozentige
Milchpulverlésung verwendet. Daran schloss sich ein kurzer Waschschritt mit 1x TBS an,
um die Blockierlosung zu entfernen.

In einem nichsten Schritt erfolgte die Inkubation mit dem 1. Antikérper Gber Nacht bei
4°C. Der Erstantikorper bindet ein spezifisches Epitop im Zielprotein. Die Antikérper wut-
den zuvor entsprechend den Angaben in Tabelle 10 verdiinnt. Nach der Inkubation schloss
sich ein Waschschritt an. Dazu wurde die Membran drei Mal fir 10 Minuten mit 1x TBS

gewaschen.

Tabelle 10: Primirantikorper.

Antikérper Verdinnung Wirt Hersteller

GAPDH 1:20.000 Kaninchen Cell Signaling, Leiden
in 1x TBS, 5% BSA, 0,1% Tween20

Ku80 1:1.000 Kaninchen Cell Signaling, Leiden

in 1x TBS, 0,1% Tween20

Der Sekundirantikorper dient der Detektion des Zielproteins, bindet an den Fc-Teils des
Erstantikorpers und ist an ein Reporterprotein gekoppelt. Die Inkubationszeit betrug etwa
eine Stunde und fand bei Raumtemperatur statt. Auch dieser Antikérper wurde zuvor ver-
dunnt (siche Tabelle 11). Nun schloss sich wieder ein Waschschritt an. Dazu wurde die

Membran erneut drei Mal fir 10 min mit 1x TBS gewaschen.

Tabelle 11: Sekundirantikérper.

Antikérper Verdiinnung Hersteller
Alexa Fluor 488 Donkey 1:100.000  Thermo Fisher
anti-rabbit IgG in 1x TBS

Es folgte die Detektion mittels Elektrochemilumineszenz (ECL)-Losung. Diese wurde
nach Herstellerangaben verwendet, ein Film in einer Dunkelkammer auf die Membran auf-

gelegt, dieser in Entwickler-Lésung und abschlieend in Fixier-Losung geschwenkt.

2.10 Lasermikrodissektion

Die Lasermikrodissektion (LMD) stellt eine relativ schnelle und prizise Methode zur Isola-
tion von spezifischen Zellen aus komplexen heterogenen Geweben fur eine folgende Analyse
der RNA, DNA oder Proteine dar. In dieser Arbeit wurde die Methode genutzt, um einzelne
Schichten der Retina ausschneiden, die RNA isolieren und die Expression messen zu kénnen
(Abbildung 13). Dieser Arbeitsablauf wurde fir die Anwendung an der Netzhaut eigenstin-
dig etabliert.
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2.10.1 Einfrieren der Gewebe

Das Gewebe wurde fiir die LMD nicht fixiert. Kultivierte Retinae oder ganze Augenbecher
(ohne Linse und Cornea) wurden in ein mit Gefriermedium gefiilltes Cryomold tberfiihrt.
Die genaue Platzierung erfolgte mittels Binokular-Mikroskop mdglichst mittig. Die Retina
wurde dann in einer mit flissigem Stickstoff gekiihlten Kammer eingefroren. Die Priparate

wurden bis zur Verwendung gut verpackt (Parafilm und Alufolie) bei -80°C gelagert.

qPCR

LMD | Isolation der Gesamt RNA |

[ Praparation der Netzhaut | Kw§schniﬁe | | Qualitatskontrolle der RNA |
| Kultivierung S i el | g s

| Mikrodissektion mit LMD | | Quantitative PCR |

| Analyse der Daten |

Abbildung 13: Ablauf der praktischen Vorginge zur Durchfiithrung der Lasermikrodissektion.
LMD: Lasermikrodissektion.

2.10.2 Kryoschnitte

Die gefrorenen Gewebeblocke wurden in einem Behilter mit flissigem Stickstoff zum Kry-
ostaten transportiert. Zum Anfertigen von 8 um Schnitten bei -18°C wurde das Gefrier-
mikrotom Leica CM1850UV genutzt. Es wurden so viele Schnitte wie moglich auf einem
Objekttriger (Leica Membrane Slides) platziert. Diese speziellen Objekttriger sind mit einer
2,0 um dinnen Schicht aus Polyethylennaphthalat (PEN) tberzogen, die das spitere Aus-

schneiden am Mikroskop ermoglichte.

2.10.3 Himatoxylin Firbung

Um die einzelnen Schichten der Retina besser unterscheiden zu kénnen, wurde eine Hima-
toxylin Farbung angewandt und die Schnitte anschlieBend dehydriert (siche Tabelle 12). Bei
Himatoxylin handelt es sich um einen Naturfarbstoff, der die Zellkerne blau anfirbt. Damit
es nicht zur Degradation der RNA kommt, ist es wichtig, moglichst ziigig zu arbeiten. Des-
halb wurde jeweils nur mit einem Objekttriger nacheinander gearbeitet. Die Objekttriger
wurden vollstindig luftgetrocknet, bevor mit der Dissektion am Mikroskop begonnen wurde,

um die volle Leistung beim Ausschneiden zu erzielen.

2.10.4 Lasermikrodissektion

Fir die Lasermikrodissektion wurde das computergesteuerte Lasermikrodissektionssystem

LMD6000 (Leica Microsystems, Wetzlar) genutzt. Hierbei handelt es sich um ein automati-

siertes aufrechtes Digitalmikroskop, welches tber einen motorisierten Objekttisch verfligt

und an einen UV-Diodenlaser (Emissionswellenlinge 355 nm) gekoppelt ist. Weiterhin ist

eine analoge Kamera angebracht, die der Visualisierung dient. Zur Vorbereitung der LMD
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wurden alle metallischen und abnehmbaren Teile des LMD6000 mit einem Flichen-Desin-
fektionsmittel gereinigt. Zur Steuerung des Mikroskops diente die LMID6000-Software (Ver-
sion 6.6.3.3564, Leica Microsystems, Wetzlar). Mit Hilfe dieser Software lieBen sich Lichtin-
tensitit, Objektive, Lasereigenschaften, Objekttriger- und Cap-Positionen vollautomatisch
ansteuern. In Tabelle 13 sind die gewihlten Einstellungen festgehalten. Bei Bedarf kann die

Energie des Lasers erhcht werden.

Tabelle 12: Firbeprotokoll fiir Himatoxylin Firbung vor Lasermikrodissektion.

Flissigkeit Dauer
Héimalaun (40:60) 40's
ddH>O (Bad 1) 2s
ddH>O (Bad 2) 2s

70% Ethanol Bad 1) 2
70% Ethanol Bad 2) 2
96% Ethanol (Bad 1) 2
96% Ethanol (Bad 2) 2
100% Ethanol (Bad 1) 2
100% Ethanol (Bad 2) 2s
100% Ethanol (Bad 3) Transport zum Mikroskop

Unter dem Objekttrigerhalter, abgetrennt durch ein Blech, befindet sich die Halterung fiir
die Reaktionsgefille, in denen die ausgeschnittenen Gewebestlicke gesammelt werden (Abb.
11). Dazu wurden spezielle 0,5 ml Tubes (Nr. 04.100.0100; Nerbe Plus, Winsen) mit dem
Deckel eingespannt, die zum Auffangen des Gewebes dienten. Zusitzlich wurden 30 ul RLT
Puffer (+BME) hinein pipettiert. Mit Hilfe des 10x Objektivs wurde die geeignete Stelle im
Priparat gesucht und per Computermaus von Hand markiert. Das Gewebestiick fiel nach
Laserablation durch Schwerkraft in den Deckel des Reaktionsgefa3es (Abbildung 14).

Tabelle 13: Parameter fir LMD.

Parameter Wert
Energie 35
Apertur 12

Geschwindigkeit 15
Proben Balance 0

Stromstirke Kopf 6

Wurde gentigend Gewebematerial gesammelt (etwa 40 Stiicke), konnte das Gefal3 vorsich-
tig aus der Halterung genommen werden. Es wurden zusitzlich 270 ul RLT Puffer in das

Tube pipettiert, der Deckel vorsichtig geschlossen und fiir 15 s gevortext. AnschlieBend
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wurde die Probe direkt in flissigem Stickstoff tiefgefroren, um die Qualitit der RNA zu
wahren, und bis zur RNA-Isolation bei -80°C gelagert. Vor Beginn der RNA-Isolation wur-
den 50 ul RLT Puffer (+BME) frisch zur Probe dazu pipettiert und die Probe erneut fiir

mindestens 10 s gevortext und kurz abzentrifugiert.

A
——
Objektiv
Markierung Gewebe-
schnitt auf

% Objekitrager

Ausgeschnittenes
Deckgl des Gewebestlick
Reaktions-
gefales

Abbildung 14: Schematische Darstellung der Lasermikrodissektion. A: Querschnitt des Gewebes
wird unter Objektiv platziert. Manuelle Markierung (rot) des Bereichs, der ausgeschnitten werden
soll. B: Laserablation entlang des markierten Bereichs. C: Durch die Schwerkraft fillt das Gewe-
bestiick in den Deckel des darunter platzierten Reaktionsgefif3es.

2.11 Ubersicht der verwendeten Proben und Methoden
In den folgenden Abbildungen wurden zur Ubersicht alle verwendeten Proben (Abbildung

15) und der Workflow (Abbildung 16) zusammengefasst.

Gesamte Retina Einzelne retinale Schichten
(human und murin)

Abbildung 15: Proben, die zur
Analyse verwendet wurden. ONL:
dullere Kornerschicht (outer nuclear
layer). INL: innere nukledre Schicht
(inner nuclear layer). GCL: Ganglien-
zellschicht (ganglion cell layer).

HEK293
” '7‘ i\
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Gesamte Retina
Einzelne retinale Schichten
Zellen
Murine Organe

|

Homogenisierung
(Precellys®)

L

RNA Isolation
(RNeasy® Micre oder
Mini Kit, Qiagen)

=

I =
TN

Reverse Transkription /
cDNA Synthese

< |ILHIT

(PrimeScript™ 1st strand
cDNA Synthesis Kit, Takara)

|
I
I

Quantifizierung
mittels gPCR

Ctvalue

Relative Fluorescence

Cycles

Methoden

SDS Page

Western Blot

Abbildung 16: Zusammenfassung und Workflow der verwendeten Methoden.
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1. Genexpression in der organotypischen Retinakultur

D ie organotypische Retinakultur birgt das Potential eines intermedidren Modells zwi-
schen dem Zellkultursystem 7z vitro und dem Tiermodell iz vivo, da die retinalen
Schichten intakt bleiben und so die interzellularen Interaktionen unter definierten Bedingun-
gen ausgewertet werden konnen. Im Folgenden wurde die Transkription spezifischer Gene
in der organotypischen Retinakultur von adulten Mausen mit Hilfe der quantitativen PCR

gemessen, um die Retinakultur niher zu charakterisieren.

1.1  RNA-Gehalt der Retinaproben

Um die Transkriptionslevel verschiedener Gene messen zu kénnen, musste zunachst RNA
aus dem Gewebe isoliert werden. Mit Hilfe eines Photometers konnte der Gesamt-RNA-
Gehalt einer Probe gemessen werden. Anzumerken ist, dass fiir eine Probe jeweils drei Re-
tinae vereint wurden. Es wird deutlich, dass es zu einer drastischen Abnahme des Gesamt-
RNA-Gehalts in der Netzhaut kommt, sobald sie in Kultur genommen wird (Abbildung
17A). Bet frisch entnommenen Retinae (Tag 0) liegt der Gehalt noch bei 18,831+2,34 ng pro
mg Gewebe, bereits nach einem Tag in Kultur sinkt der Gehalt statistisch signifikant
(p=0,001) auf 4,00+1,00 ng pro mg Gewebe ab, bleibt dann jedoch bis zu Tag acht weitest-
gehend stabil.

A 25 - * KK B S N 9
| | I | | N
20 4 -I-
L—3 0]
g‘g 15 285
Qg
=g % — 18S
' o
5 - T i T
I | | | 58
o " 1 T T T L) Ll
0 1 2 - 6 8
Kulturdauer [Tage]

Abbildung 17 A: Sinkender Gesamt-RNA-Gehalt der organotypischen Retinakultur iiber den Zeit-
raum von acht Tagen. Die Abnahme ist im Vergleich zu frisch isolierten Retinae (Tag 0) signifikant
(*** p< 0,001). Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte (n=5, pro Zeitpunkt) und dazugehériger
SEM (verindert nach Mduller, Wagner et al., 2017). B: Beispiel einer RNA-Qualititskontrolle mit-
tels Qiaxcel. RNA, gewonnen aus Retinae von Wt Tieren vor oder nach der Kultur. Die drei Banden
stellen die ribosomalen Untereinheiten 5S, 18S und 28S dar.
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1.2 Integritit der Gesamt-RINA

Die gewonnene Gesamt-RNA der frischen und kultivierten Retinae wurde vor der Nutzung
fir die qPCR auf ihre Integritit getestet und quantifiziert. Dazu kam das automatisierte
Elektrophoresesystem QIAxcel zum Einsatz. Das Elektropherogramm der Gesamt-RNA

aus der Integrititsmessung wies bei allen verwendeten Proben drei signifikant ethohte Aus-
schlige der 5S-, 18S- und 285-rRNA auf (Abbildung 17B).

1.3 Reproduzierbarkeit der qPCR Daten

Um mit den Werten, die bei der qPCR gemessen werden, eine quantitative Aussage iiber das
Expressionslevel der Zielgene treffen zu kénnen, ist es von groB3er Bedeutung die Reprodu-
zierbarkeit der Daten zu belegen. Dazu muss die Auswahl eines geeigneten Referenzgens
getroffen und eine hohe Effizienz der Methode gezeigt werden.

Die Quantifizierung der Zielgene im Rahmen der qPCR kann absolut oder relativ erfolgen.
Die absolute Quantifizierung ist in vielen Fillen nicht zielfihrend, da so die Anzahl der Start-
kopien des Zielgens in der cDNA einer bestimmten Probe ermittelt wird. Dies kann jedoch
zuvor durch viele Faktoren verfilscht werden. Um daher ein Mal3 fiir die Kopienzahl pro
Zelle zu erhalten, muss man das Zielgen in Bezug zu einem Referenz-Gen, welches als en-
dogene Kontrolle dient, setzen. Damit erfolgt eine relative Quantifizierung. In dieser Arbeit
wurde Gapdh verwendet, dessen Expression in der Retina als stabil beschrieben wurde (Ro-
cha-Martins et. al. 2012).

Ein Weg, um zu zeigen, dass der genutzte qPCR-Ansatz optimiert ist, kann mit der Gene-
rierung einer Standardkurve durch eine Verdinnungsreihe der cDNA erzielt werden. Dazu
wird die Menge der cDNA logarithmisch zu den jeweiligen Ct-Werten in einer Grafik darge-
stellt. Aus der Gleichung der linearen Regressionsgeraden ergibt sich schlieBlich der Wert R?,
der eine Aussage dartiber zuldsst, ob der qPCR-Ansatz optimiert ist. Im Idealfall entstehen
durch die Verdinnungsreihe Amplifikationskurven, die alle den gleichen Abstand zueinan-
der haben. Im Folgenden ist die lineare Quantifizierung am Beispiel von Rhodopsin dargestellt
(Abbildung 18). Wie in der Abbildung zu erkennen ist, besitzen alle Kurven den gleichen
Abstand zueinander. Der Wert R* gibt an, wie gut die experimentellen Daten zu der Regres-
sionsgeraden passen, das heil3t, wie linear sie sind. Dieser Wert sollte fir eine qPCR mog-
lichst bei 20,980 liegen. Besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den gemessenen Ct-
Werten, verkleinert sich R%. Nach Regressionsanalyse der hier votliegenden experimentellen

Daten zeigt sich ein R>Wert von 0,998, was fiir optimale Bedingungen der qPCR spricht.

1.4  Expressionslevel definierter Gene in der organotypischen Retinakultur
von Wildtypmausen

Als Vorbereitung einer Gentherapie an der Netzhaut soll die Strategie zunichst an der orga-
notypischen Retinakultur getestet werden. Dazu wurden Retinae von Wildtypmausen bis zu
acht Tage in Kultur genommen, die Gesamt-RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Im

Folgenden wurden verschiedene Gene ausgewahlt und Unterschiede in der Transkriptmenge
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zwischen Proben unterschiedlicher Kulturdauer bestimmt. Dazu wurde die Methode der

quantitativen PCR genutzt. Bei der Berechnung der Transkriptionsunterschiede wurde das

Gen Gapdh zur Normalisierung verwendet.
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Abbildung 18: Lineare Quantifizierung der qPCR Ergebnisse durch Regressionsanalyse am Bei-

spiel von Rhodopsin. A: Darstellung der Amplifikationskurven der 10-fachen Verdinnungsreihe der
cDNA der Mausretina von Tag 0 wihrend der quantitativen PCR (qPCR). Neg.: Negativkontrolle,
Standardansatz ohne cDNA. B: Agarosegel nach qPCR. 8 ul der Probe aufgetragen. M: Marker,
GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder von Fermentas. Erwartete ProduktgréBe von Rhodopsin:
208 bp. C: Regressionsanalyse.

1.4.1

Rhodopsinexpression

Rhodopsin ist das am hiufigsten vorkommende Protein in der Netzhaut. Es ist das Sehpig-

ment der Stibchen-Photorezeptoren, die mit etwa 97% den GroBteil der Photorezeptoren

der Maus ausmachen und das Hell-Dunkel-Sehen erméglichen. Da wiederum etwa 80% der

Neuronen in der Mausretina Photorezeptoren sind, erlangt das Rhodopsin eine bedeutende

GroBe in der Gesamtheit der Genexpression in der Retina (Jeon et al., 1998). Die Analyse

der Expression von Rhodopsin zeigt bereits nach einem Tag in Kultur eine deutliche und sta-

tistisch signifikante (p < 0,5) Abnahme (-5,35%1,306), im Vergleich zu frisch isolierter Retina
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(Tag 0, 1,00%0,18), die sich bis Tag acht auf einen Wert von -38,80£26,71 verstirkt (Abbil-
dung 19).
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Abbildung 19: Verminderte Rhodopsinexpression in der organotypischen Retinakultur von Wild-
typmiusen. Darstellung der Genexpression nach relativer Quantifizierung der qPCR-Ergebnisse,
bezogen auf das Referenzgen Gapdh. Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte (n=3) und dazuge-
horiger SEM. * p < 0,05 (t-Test) (verindert nach Miller, Wagner et al., 2017).

1.4.2 Expression von Genen der retinalen Gliazellen

Zur Analyse der Situation der Gliazellen in der organotypischen Retinakultur wurde die Ex-
pression der Gene und Gfap gemessen. Das Gen Aif1 (Allograft inflammatory factor 1, auch
Ibat) kodiert fur ein spezifisches Protein der Mikrogliazellen, auch bekannt als Ibal, das in
Folge von Verletzungen der Nerven verstirkt exprimiert wird (Imai and Kohsaka, 2002).
Zusitzlich wurde die Expression von Gfap (Glial fibrillary acidic protein) gemessen, welches
spezifisch in Astroglia exprimiert wird und ebenfalls als Reaktion auf Vertletzungen an Ex-
pression zunimmt (Lewis and Fisher, 2003).

Diese beiden Gene unterscheiden sich deutlich in der Stirke ihrer Expression (Abbildung
20). Aif1 erfihrt ab Tag 2 der Kultur eine Zunahme, die ihr Maximum an Tag 4 mit einem
signifikanten (p < 0,05) Anstieg von 13,7614,96 erreicht und an Tag 8 erneut auf 1,77£0,64
absinkt. Dagegen erhoht sich die Genexpression bei Gfap an Tag 2 auf 14,36£4,33 bis hin
zu einem Maximum von 100,56£18,47 an Tag 4, welches ebenfalls eine signifikante
(» < 0,05) Zunahme darstellt. Auch an Tag 8 ist die Gfap Expression weiterhin hoch. Damit
zeigt Gfap im Vergleich zu Azflan Tag 4 eine fast 10-fach stirkere Expression und an Tag 8
sogar fast 100-fach stirker.
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Abbildung 20: Zunehmende Genexpression der Gliazellen-spezifischen Gene A7f7 und Gfap in
der organotypischen Retinakultur von Wildtypmiusen. Darstellung der Genexpression nach relati-
ver Quantifizierung der qPCR-Ergebnisse, bezogen auf das Referenzgen Gapdh. Dargestellt sind
die jeweiligen Mittelwerte (n=3) und dazugehdriger SEM. * p < 0,05 (ANOVA) (verdndert nach
Miller, Wagner et al., 2017).
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2. DNA-Reparaturproteine in der organotypischen Retinakultur

E rbliche Netzhautdegenerationen sind eine Gruppe von Erkrankungen, die durch Mu-
tationen in tber 200 Genen ausgelost werden kénnen. Die Nutzung der zelleigenen
DNA-Reparaturmechanismen stellt eine vielversprechende Therapiemoglichkeit dar. Aller-
dings ist das Wissen tiber diese Prozesse in postmitotischen, stark differenzierten und spezi-

ellen Neuronen der Netzhaut limitiert.

2.1  Non-homologous end joining (NHE]) in der Retinakultur

Als Bestandteile und Schliisselproteine des Signalwegs NHE] wurden drei Gene ausgewihlt,
deren Transkription im Weiteren naher untersucht wurde. Diese drei Gene sind 534p7 (auch
Trp53bpT), Ku80 (auch Xreeh) und DNA-PKes (auch Préde). Das Protein 53BP1 ist unter an-
derem an der Entscheidung, welcher Reparaturweg eingegangen wird, beteiligt und begtins-
tigt NHE]. Das Protein Ku80 wiederum bindet gemeinsam mit Ku70 an DNA-Doppel-
strangbriiche und stabilisiert diese. AnschlieBend wird unter anderem DNA-PKcs rekrutiert,
das die Reparatur des DSB vorantreibt.

Die Messung der Transkription mittels qPCR zeigt eine Abnahme fir 535p7 tber die
Dauer der organotypischen Retinakultur von acht Tagen, verglichen mit frisch entnomme-
nen Retinae. Lediglich an Tag 1 der Kultur ist eine relative Genexpression von 3,30£0,49
messbar, was einen signifikanten (p < 0,05) Anstieg, im Vergleich zu Tag 0 (1,00+0,09), dar-
stellt (Abbildung 21A). An den darauffolgenden Tagen ist eine Abnahme der Expression
messbar die an Tag 6 (-0,72%0,73) und Tag 8 (-0,88%1,02), verglichen mit Tag 1, signifikant
(» < 0,05) ist.

Dagegen zeigt das Gen K#80 eine stabile Expression iiber die Dauer der Kultur von acht
Tagen. Die Daten der qPCR zeigen eine Transkription, die zwischen einem Minimum von
1,9810,56 an Tag 8 und einem Maximum von 2,90%1,80 an Tag 4 liegt, ohne dass sich die
Tage signifikant voneinander unterscheiden (Abbildung 21B).

Wie in Abbildung 21C deutlich wird, unterliegt die Expression des Gens DN.A-PKes gr6-
Beren Schwankungen. Bis zu Tag 4 der organotypischen Retinakultur unterscheidet sich die
Expression von kultivierten kaum zu frisch entnommenen Retinae, jedoch sinkt sie an Tag
6 auf einen Wert von -0,11£0,89 und steigt an Tag 8 wiederum auf ein Maximum von
3,11£3,08 an. Es ist zusitzlich zu beachten, dass die zugehérigen Standardabweichungen
groBer sind als bei anderen Genen und die Expressionsunterschiede an den jeweiligen Tagen

nicht signifikant sind.
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Abbildung 21: Quantifizierung von NHE] in der organotypischen Retinakultur von Wildtypmaiu-
sen. Darstellung der Genexpression nach relativer Quantifizierung der qPCR-Ergebnisse, bezogen
auf das Referenzgen Gapdh. Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte (n=3) und dazugehériger
SEM. * p < 0,05 (ANOVA).

2.2 Homology-directed repair (HDR) in der Retinakultur

Fir den Reparaturweg durch HDR wurden ebenfalls drei Gene ausgewiahlt und die Tran-
skription durch qPCR bestimmt. Diese drei Gene sind Rad50, Breal und CHP (auch Rbbps).
Rad50 kodiert fiir ein Protein, welches neben zwei anderen Proteinen Bestandteil des MRN-
Komplexes ist. Dieser Komplex bindet ziigig an DNA-DSB und erzeugt einzelstringige
DNA 3’-Uberhinge (Lamarche et al., 2010). An dieser Erzeugung ist ebenfalls das Protein
CtIP beteiligt. BRCA1 kontrolliert zusitzlich diese Prozessierung.

Betrachtet man die Ergebnisse fiir C#P, so ldsst sich eine konstante Zunahme der Tran-
skription in der Retinakultur, verglichen mit Tag 0, beobachten (Abbildung 22A). Diese Zu-
nahme ist an allen Tagen signifikant. Von Tag 0 (1,00£0,21) auf Tag 1 erhoht sich die Ex-
pression mit statistischer Signifikanz (p < 0,01) auf einen Wert von 2,84+0,42, steigt an Tag 2
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(4,71%1,36) weiter an, sinkt an Tag 4 (2,85%0,84) wieder etwas ab und erlangt schlieBlich an
Tag 6 eine Expression von 3,92%0,59. Fir dieses Gen wurde die Transkription bis Tag 6 der
Retinakultur bestimmt.

Das Transkriptionslevel von Rad50 in der organotypischen Retinakultur von Wt Méiusen
liegt zwischen Werten von 1,99£0,43 an Tag 2 und -0,11£1,20 an Tag 6 und unterscheidet
sich damit kaum und ohne statistische Signifikanz von der Situation frisch entnommener
Retinae (Abbildung 22B).

Die Transkription von Breal wurde lediglich in dem Zeitraum von Tag 0 bis Tag 4 be-
stimmt (Abbildung 22C). Die Ergebnisse weisen auf eine Abnahme der Transkriptionsrate
wihrend der Retinakultur hin, jedoch ohne statistische Signifikanz. An Tag 1 der Kultur war

ein Maximum von 1,42+0,20 messbar, an Tag 4 nur noch ein Wert von -2,05%0,00.
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Abbildung 22: Quantifizierung von HDR in der organotypischen Retinakultur von Wildtypmau-
sen. Darstellung der Genexpression nach relativer Quantifizierung der qPCR-Ergebnisse, bezogen
auf das Referenzgen Gapdh. Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte (n=3) und dazugehdriger
SEM. * p < 0,05, ** p < 0,01 (ANOVA).
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3. NHE] und HDR in murinen Organen

m die Stirke der Expression der verschiedenen Gene der DNA-DSB-Reparaturwege

in der Retina in gréBerem Zusammenhang einordnen zu kénnen, wurde auch RNA
aus anderen murinen Organen gewonnen. So wurde ein anschlieBender Vergleich mit der
Retina ermoglicht. Dazu wurde RNA aus Gehirn, Leber, Lunge, Niere, Herz, Hoden und
Muskeln von Wt Miusen isoliert. Es wurden etwa 100 mg Gewebe abgewogen, mittels Pre-
cellys lysiert und anschlieBend mit dem RNeasy Mini Kit von Qiagen die Gesamt-RNA iso-
liert. Nach reverser Transkriptase PCR konnte die cDNA fir qPCR Experimente eingesetzt

werden.

31 NHE]

Auch fiir diese Untersuchungen wurde die Expression von Ku80, DNA-PKes und 536p1,
zentraler Gene im NHE] Reparaturweg, mittels qPCR bestimmt. Zur Auswertung der Daten
wurden alle Gewebe auf die Messwerte der Retina normiert, sodass die Retina dem Wert 1
entspricht. Es wird deutlich, dass es durchaus gro3e Unterschiede zwischen den Organen
gibt. Wihrend in Hoden und Lunge die relative Expression der drei Gene fiir den NHE]
Reparaturweg deutlich hoher ist, als in der Retina, ist dagegen die relative Expression im
Muskel bei allen drei Genen niedriger.

Betrachtet man die Daten weiter im Detail, so ldsst sich festhalten, dass 53PB7 im Hoden
die héchste relative Expression zeigt, mit einem Wert von 20,74£3,74, gefolgt von der Lunge
(5,74£1,08) (Abbildung 23A). Im Muskel wurde der niedrigste Wert mit -
18,02+0,42 gemessen. Damit unterscheiden sich diese drei Gewebe in der Expression von
53bp1 signifikant (p < 0,05) von der Retina. Bezogen auf dieses Gen unterscheiden sich Niere,
Gehirn, Leber und Herz nur geringfiigic von der Retina.

Die Expression von Ku80 ist ebenfalls im Hoden (17,95%3,19) und in der Lunge

(13,82£2,34) signifikant hoher (p < 0,05) als in der Retina (Abbildung 23B). Alle weiteren
Gewebe unterscheiden sich nur wenig in der Expression.
Fir das Gen DNA-PKes konnte die hochste relative Expression in der Lunge (13,38£0,28)
und im Hoden (7,10%1,04) gemessen werden (Abbildung 23C). Diese Gewebe unterscheiden
sich mit hoher Signifikanz (p < 0,001) von der Retina. Dies trifft auch auf den Muskel
(- 6,31£1,00) zu, der jedoch eine deutlich niedriger Expression von DN.A-PKes aufweist.
Weiterhin zeigen auch Leber (-1,30%0,15) und Herz (-1,68£0,56) eine signifikant niedrigere
(» < 0,05) Expression des Gens, verglichen mit der Retina.
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Abbildung 23: NHE] in murinen Geweben von Wildtyp-Tieren. Darstellung der Genexpression
nach relativer Quantifizierung der qPCR-Ergebnisse, bezogen auf das Referenzgen Gapdh. Darge-
stellt sind die jeweiligen Mittelwerte (n=3) und dazugehodriger SEM. *** p< 0,001, ** p< 0,01,
* p< 0,05 (ANOVA).

3.2 HDR

Auch die Aktivitit des HDR Reparaturwegs sollte in den murinen Geweben bestimmt wer-
den. Dazu wurden ebenfalls die Expression der Gene Rad50, Breal und C#HP mittels qPCR
gemessen. Es wurde genau vorgegangen wie fir den NHE] Reparaturweg bereits beschrie-
ben. So zeigte sich auch bei den Genen fir HDR, genau wie fiir die Gene von NHE], dass
Hoden und Lunge die héchste Expression und der Muskel die niedrigste Expression, vergli-
chen mit der Retina, aufweisen.

Bei niherer Betrachtung der Datenlange findet man eine signifikant hohe (p < 0,05) Ex-
pression von CzIP im Hoden (98,5916,21) und eine ebenfalls erh6hte Expression in der
Lunge (31,11£2,54) (Abbildung 24A). Die anderen Gewebe unterscheiden sich lediglich in
geringem Mal3 und ohne statistische Signifikanz von der Expression dieses Gens von der

Retina.
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Bei dem Gen Rad50 ist die Expression in Lunge (58,87£12,17) und Hoden (30,41£3,89)
ebenfalls signifikant (» < 0,01) hoher als in der Retina (Abbildung 24B). Alle weiteren Ge-
webe unterscheiden sich nur wenig in der Expression.

Die Retina unterscheidet sich am hiufigsten in der Expression von Brea! von den anderen
Geweben (Abbildung 24C). Hier zeigt sich fur Muskel (-146,60%28,52), Herz (-19,631+2,97),
Leber (-13,62£4,58), Gehirn (-6,28+1,43) und Niere (-6,9011,93) eine niedrigere Expres-
sion, die statistisch signifikant (p < 0,01) ist. Zudem Zeigt der Hoden (28,15£2,66) erneut

eine signifikant (p < 0,01) hohere Expression dieses Gens, als die Retina.
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Abbildung 24: HDR in murinen Geweben von Wildtyp-Tieren. Darstellung der Genexpression
nach relativer Quantifizierung der qPCR-Ergebnisse, bezogen auf das Referenzgen Gapdh. Darge-
stellt sind die jeweiligen Mittelwerte (n=3) und dazugehériger SEM. *** p< 0,001, ** p< 0,01,
* p< 0,05 (ANOVA).
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4. DNA-Reparatur in mitotischen Zellkultursystemen

D er Grofiteil der Untersuchungen zum Vorhandensein von NHE]- oder HDR-Fakto-
ren fand bei vergangenen Studien im Zellkultursystem statt. Diese Zellen sind mito-
tisch und damit méglicherweise weit von der tatsiachlichen Situation 7z vivo entfernt. Um dies
zu Uberprifen, wurde die Transkription der zuvor beschriebenen Gene im Zellkultursystem

getestet.,

41 Murine Muskelfaserzellen

An dieser Stelle wurden C2C12 Zellen genutzt, eine murine Muskelfaserzelllinie, die sich
durch rasche Proliferation auszeichnet. Betrachtet man die Transkriptionsrate der Gene fiir
die DNA-Reparaturproteine in den C2C12 Zellen, so fillt auf, dass alle untersuchten Gene
fiir den HDR Reparaturweg statistisch signifikant (p < 0,05) hoher exprimiert werden, als in
der murinen Retina (Abbildung 25). Die hochtste Expression findet sich bei dem Gen C#HP
(12,42%£0,50), gefolgt von Rad50 (8,531+0,87) und Breal (5,84%0,806). Bei den Genen fiir den
NHE] Reparaturweg sicht die Situation anders aus. Die C2C12 Zellen unterscheiden sich in
der Expression von K#80 (1,05%1,18) nicht von der Retina, wohingegen 534p7 (- 5,31£0,86)
und DNA-PKes (-4,16£0,47) in den C2C12 Zellen geringer exprimiert werden.
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Abbildung 25: DNA-Reparatur in mitotischen C2C12 Zellen. Darstellung der Genexpression nach
relativer Quantifizierung der qPCR-Ergebnisse, bezogen auf das Referenzgen Gapdh. Dargestellt
sind die jeweiligen Mittelwerte (n=3) und dazugehériger SEM. * p < 0,05 (t-test). Schwarz: NHE]
Gene. Weil}: HDR Gene.
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4.2  Humane Zellkultursysteme

Ziel der gesamten Untersuchungen ist es, eine Therapie von Netzhautdystrophien zu entwi-
ckeln, die zunichst an der Maus getestet wird, jedoch schlief3lich ihre Anwendung im huma-
nen Auge findet. Dazu wurden ebenfalls verschiedene humane Zellen genutzt und die Ex-
pression spezifischer DNA-Reparaturgene semiquantitativ bestimmt. Nach PCR mit 30 Zyk-
len wurden die DNA-Produkte auf ein Agarosegel aufgetragen und die Schwarzfirbung nach
Ethidiumbromidfirbung mittels des Programms Fiji quantifiziert. Die reduzierte Anzahl an

Zyklen sollte sicherstellen, dass sich die Amplifikation in der exponentiellen Phase befindet.
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Abbildung 26: DNA-Reparatur in mitotischen humanen Zellen. A: Agarose Gelbilder nach PCR
mit humanen Primern. Neg.: Negativkontrolle. B-D: Darstellung der Genexpression nach semi-
quantitativer Analyse mittels Fiji, bezogen auf das Referenzgen GAPDH. Normalisiert auf humane
Retina. Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte (n=2) und dazugehdriger SEM. Keine statisti-
sche Auswertung aufgrund geringer Stichprobenanzahl.
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Hierzu wurden jeweils zwei Gene pro DNA-Reparaturweg untersucht, inklusive MME].
Fir die Untersuchungen wurden folgende Zellen genutzt: humane embryonische Nieren
Zellen (HEK293T), Fibroblasten (FIB), immortalisierte RPE Zellen (htert), induzierte pluri-
potente Stammzellen (iPSC) und Photorezeptor-dhnliche iPS (iPS-PPC). Die Ergebnisse
wurde auf die Expression humaner Retina (Human Retina QUICK-Clone™ c¢cDNA, Takara)
normalisiert, die somit dem Wert 1 entspricht.

Betrachtet man die Ergebnisse fiir den NHE] Reparaturweg, so zeigt sich, dass KUS0 in
allen untersuchten mitotischen humanen Zellen genauso stark transkribiert wird, wie in der
postmitotischen humanen Retina. Die Transkriptionsraten von 53BP7 sind dagegen in allen
mitotischen Zellen héher, als in der Retina. So findet man die héchste Rate bei den Fib-
roblasten (9,0714,53), gefolgt von den iPSC (8,47%1,22) und iPS-PPC (7,01%+0,01).

Die Gene der HDR Reparaturfaktoren sind dagegen in allen mitotischen Zellen deutlich
héher exprimiert, als in der Retina. RADS50 liegt hier bei Werten zwischen 5,5710,31 fiir die
iPS-PPC und 6,58+0,28 fiir die iPSC. BRCAT erreicht sogar deutlich héhere Werte. Diese
liegen bei einem Maximum von 45,661+13,46 fir die iPSC, gefolgt von den HEK293T Zellen
(41,24£0,63).

Fir den MME] Reparaturweg ist es sogar der Fall, dass die Transkriptionsrate der Gene
in manchen mitotischen Zellen deutlich niedriger ist, als in der postmitotischen Retina.
PARPT wird in FIB (0,8610,51), aber am deutlichsten in htert Zellen (0,121+0,10) wesentlich
geringer exprimiert, als in der Retina. Dagegen ist es in HEK293T (2,07+0,68), iPS-PPC
(1,81£0,55) und iPSC (2,7310,43) geringtiigig stirker exprimiert. Fur [.LIG3 zeigt sich ein
ahnliches Bild. Dieses Gen ist ebenfalls in FIB (0,89%0,28), htert (0,32£0,07) und iPS-PPC
(0,67£0,37) niedriger exprimiert und lediglich HEK293T (1,38%0,14) und iPSC (1,311+0,04)

zeigen eine geringfiigig héhere Expression.
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5. Genexpression im Rpgr Mausmodell

m weiteren Verlauf wurde die Expression der Gene fiir die DNA-Reparatuproteine eben-

falls im Rpgr Mausmodell getestet. Dieses Mausmodell soll in kinftigen Studien als
Krankheitsmodell fiir die X-chromosomale Retinitis Pigmentosa dienen, um mdégliche The-
rapien daran zu testen. Deshalb ist es wichtig, die Expression der entsprechenden Gene vor
Anwendung der Therapie zu tberpriifen und die Mauslinie weiter zu charakterisieren. Hierzu
wurden zwei unterschiedliche Altersstufen der Tiere untersucht: drei und neun Monate alte
Tiere, da die Auswirkungen der Mutation dieser Tiere ab einem Alter von neun Monaten

signifikante Level erreicht.

5.1  Rhodopsin-Expression und Glia-Marker
Zunichst wurden die frisch entnommenen und kultivierten Retinae auf die Expression der
Rhodopsin- und Glia-spezifischen Gene untersucht, um den allgemeinen Zustand der Re-

tinae zu charakterisieren.
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Abbildung 27: Verminderte Rhodopsinexpression in der organotypischen Retinakultur von Rpgr
Miusen. Darstellung der Genexpression nach relativer Quantifizierung der qPCR-Ergebnisse, be-
zogen auf das Referenzgen Gapdh. Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte (n=3) und dazuge-
hériger SEM. * p < 0,05 (Dunnett’s Method).

Dabei ist erneut eine starke Abnahme der Expression des Rhodopsin-Gens, ab dem Zeit-
punkt der Kultivierung, erkennbar, dhnlich wie bei den Wt Miusen bereits beschrieben (Ab-
bildung 27). Dies trifft sowohl auf die 3 Monate alten, als auch auf die neun Monate alten
RpgrMiuse zu. Bei den jiingeren Tieren ist ab Tag 4 (-30,03111,33) der Kultur eine statistisch

signifikante Abnahme im Verglich zu frisch enthommenen Retinae (1,00£0,02) erkennbar,
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die auch an Tag 6 (-66,75126,73) und Tag 8 (-33,90+15,99) signifikant bleibt. Ein dhnliches
Bild zeigt sich fur die neun Monate alten Tiere, bei denen die Expression an Tag 4 bei -
22,29+15,80 liegt, an Tag 6 auf -29,71+14,29 absinkt und ihr Minimum an Tag 8 (-
35,49£13,88) erreicht. Diese Abnahme ist ebenfalls statistisch signifikant.

Die Messungen der Transkription des Mikroglia Markers .47 zeigt zunichst einen Anstieg
der Expression tiber die Dauer der Kultur, der bei den 3 Monate alten Rpgr Tieren bereits an
Tag 2 (45,56£18,33) und bei den neun Monate alten Tieren an Tag 4 (49,24+4213) sein
Maximum findet und anschlieend auf Werte von 4,49£2.45 und 7,15£4,95 an Tag 8 wieder
abfillt (Abbildung 28A).

Ein statistisch signifikanter (p < 0,05) Anstieg in der Expression des Makroglia Markers
Gfap war bei 3 Monate alten Rpgr Tieren ab Tag 4 (50,06£29,79) der Kultur, im Vergleich zu
frisch entnommenen Retinae, messbar (Abbildung 28B). Das Maximum wurde an Tag 8
(54,42127 40) erreicht. Ein dhnlicher Trend war bei den neun Monate alten Tieren messbar,

jedoch ohne statistische Signifikanzen. Hier erreichte die Expression ebenfalls das Maximum
an Tag 8 (43,54118,89).

Am Aif1in Rpgr Mausen B Gfap in Rpgr Mausen
- 100 4
*
5 s0- 80 - *
®
w
E I 3 Monate *
% 60 4 [ 9 Monate 60
@
C
3]
O] 40 4 40 4
o
2
T
L 20 - 20
1] Q -
0 1 2 4 8 8 0 1 2 4 <] &
Kulturdauer [Tage] Kulturdauer [Tage]

Abbildung 28: Zunehmende Genexpression der Gliazellen-spezifischen Gene A7 (A) und Gfap
(B) in der organotypischen Retinakultur von Rpgr Miusen. Darstellung der Genexpression nach
relativer Quantifizierung der qPCR-Ergebnisse, bezogen auf das Referenzgen Gapdh. Dargestellt
sind die jeweiligen Mittelwerte (n=3) und dazugehoriger SEM. * p < 0,05 (Dunnett’s Method).

5.2 NHE]

Zur Messung von NHE] wurden die gleichen drei Gene untersucht, wie bereits bei den Wt
Miusen beschrieben. Es wurden auch wieder zwei Altersgruppen unterschieden, drei und
neun Monate alte Rpgr Tiere. Betrachtet man zunichst die Expression des Gens 534p7 so
fallt auf, dass sie an Tag 1 der Kultur zunichst ansteigt und dann stetig abnimmt (Abbildung
29A). So erreicht sie bei 3 Monate alten Tieren an Tag 1 ein Maximum von 1,8630,20 und
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bei neun Monate alten Tieren von 2,66+0,09. Ab Tag 4 der Kultur werden nur noch gerin-
gere Mengen an 53bp1 transkribiert, verglichen mit frisch isolierten Retinae.

Ku80 weist tiir beide Altersgruppen der Rpgr Mause und alle Kulturzeitraume eine stabile
Expression auf, die sich zwischen 0,75£0,22 und 1,97% 0,39 bewegt (Abbildung 29B) und

damit kaum von der Situation in frisch enthommenen Retinae unterscheidet.
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Abbildung 29: Quantifizierung von NHE] in der organotypischen Retinakultur von Rpgr Miusen.
Darstellung der Genexpression nach relativer Quantifizierung der qPCR-Ergebnisse, bezogen auf
das Referenzgen Gapdh. Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte (n=3) und dazugehériger SEM.

Die Expression von DN.A-PKes ist dagegen grofleren Schwankungen unterlegen, was so-
wohl die einzelnen Messzeitpunkte, als auch die einzelnen Messzeitpunkte betrifft und damit
die hohe Standardabweichung erklirt (Abbildung 29C). Fir die drei Monate alten Rpgr Tiere
war zu allen Kulturzeitpunkten eine geringe Transkription messbar, verglichen mit frisch

isolierten Retinae, die ihr Minimum an Tag 4 fand (-2,35%0,77). Bei den neun Monate alten
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Tieren war die Expression ab Tag 2 der Kultur niedriger, ebenfalls mit einem Minimum an
Tag 4 (-2,31£3,10).

53 HDR

Auch fiir den HDR Reparaturweg wurden die gleichen drei Gene, wie bei den Wt Mausen,
untersucht. Fir das Gen C/IP ist bei beiden untersuchten Altersgruppen der Rpgr Tiere ein
Anstieg in der Expression Uber die Dauer der Kultur messbar. Bei den drei Monate alten
Tieren ist bereits der Anstieg von frisch entnommenen Retinae (1,00£0,13) zu Tag 1
(2,71£0,49) der Kultur statistisch signifikant (»<0,05) und findet sein Maximum an Tag 8
(5,43%1,80). Dies trifft auch auf die neun Monate alten Tiere zu, wobei der Anstieg an Tag
1 (3,85%0,17) hoch signifikant (p<0,001) ist und das Maximum bereits an Tag 6 (5,18+1,37)

erreicht ist.
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Abbildung 30: Quantifizierung von HDR in der organotypischen Retinakultur von Rpgr Mdusen.
Darstellung der Genexpression nach relativer Quantifizierung der qPCR-Ergebnisse, bezogen auf
das Referenzgen Gapdh. Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte (n=3) und dazugehériger SEM.
*xx p< 0,001, ** p< 0,01 * p< 0,05 (ANOVA).
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Die Expression des Gens Rad50 bleibt tiber die Dauer der Kultur stabil und verindert sich
nicht, im Vergleich zu frisch entnommenen Retinae. Das trifft sowohl auf die drei Monate
alten, als auch auf die neun Monate alten Tiere zu.

Betrachtet man die Transkription des Gens Breal, so fillt auf, dass es zunichst zu einem
signifikanten (»p<0,01) Anstieg, im Vergleich zu Tag 0, kommt. Die Werte liegen an Tag 1 bei
den jingeren Tieren bei 1,89£0,04 und bei den ilteren Tieren bei 3,19£0,33. Anschlieend
nimmt die Transkription jedoch wieder ab und findet ihr Minimum an Tag 4 (-3,73%1,20; -
3,60%3,69). Zusammenfassend bleibt zu sagen, dass die Expression sowohl fur die unter-
suchten Gene des NHE] Reparaturwegs, als auch der Gene von HDR, keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden unterschiedlichen hier untersuchten Altersgruppen auf-

weisen.
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6. Genexpression im Lbr2 Mausmodell

D a sich die Retina der nachtaktiven Maus durchaus nennenswert von der des Menschen
unterscheidet, wurde nach einem Mausmodell gesucht, was der Situation im mensch-
lichen Auge niher ist. So kam es zur Nutzung der LLor2 Maus. Diese Mauslinie verfiigt in
etwa 30-50% ihrer Stibchenphotorezeptoren tiber die konventionelle und damit dem Men-

schen gleiche Chromatinstruktur

6.1 Charakterisierung der Retina der Lbr2 Maus

Auch bet dieser Mauslinie wurde zunichst die organotypische Retinakultur auf Genexpres-
sionsebene niher charakterisiert. Dazu wurde unter anderem die Rhodgpsin-Expression tber
die Dauer der Kultur von acht Tagen bestimmt. Wie bereits bei den anderen beiden Mausli-
nien zeigt sich auch hier eine drastische und statistisch signifikante (»<0,05) Abnahme der
Expression, die ihr Minimum an Tag 6 (-19,85£0,62) findet und an Tag 8 bei -13,68%3,85
liegt.
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Abbildung 31: Verminderte Rhodopsinexpression in der organotypischen Retinakultur von Lbr2
Miusen. Darstellung der Genexpression nach relativer Quantifizierung der qPCR-Ergebnisse, be-
zogen auf das Referenzgen Gapdh. Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte (n=3) und dazuge-
hériger SEM. * p < 0,05 (Dunnett’s Method).

Als nichstes wurde ebenfalls die Expression der Mikro- und Astroglia Marker 477 und
Gfap bestimmt. Hier zeigt sich ein anderes Bild, als bei der Wt Maus. Zunachst kommt es zu
einem Anstieg in der Expression der Mikroglia, die ihr Maximum an Tag 6 (11,2518,33) hat

und an Tag 8 wieder auf 1,7020,36 absinkt. Die Expression von Gfap weist eine Zunahme
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Uber die Dauer der Kultur, mit einem Maximum an Tag 8 (6,271+2,19), jedoch ohne statisti-

sche Signifikanz, auf.
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Abbildung 32: Zunechmende Genexpression der Gliazellen-spezifischen Gene A7 und Gfap in
der organotypischen Retinakultur von L#r2 Miusen. Darstellung der Genexpression nach relativer
Quantifizierung der qPCR-Ergebnisse, bezogen auf das Referenzgen Gapdh. Dargestellt sind die
jeweiligen Mittelwerte (n=3) und dazugehoriger SEM.

6.2 DNA-Reparatur in der Retina der Lbr2 Maus

Nun sollte auch die Expression der DNA-Reparatur spezifischen Gene untersucht werden.
Betrachtet man zunichst die Ergebnisse fiir den NHE] Reparaturweg, so fillt auf, dass alle
drei Gene einen leichten Anstieg in der Expression iiber die Dauer der organotypischen Re-
tinakultur aufweisen. Dieser Anstieg ist bei dem Gen 534p7 von Tag 0 (1,00£0,09) zu Tag 1
(2,66£0,24) und Tag 2 (3,0510,54) der Retinakultur statistisch signifikant und bleibt an den
weiteren Tagen weitestgehend stabil.

Die Untersuchungen des Gens K#80 zeigen eine stabile Expression zwischen einem Mini-
mum von 1,51£0,19 an Tag 4 und einem Maximum von 2,06+0,10 an Tag 1. Ahnlich sieht
es fir das Gen DN.A-PKes aus, wobei hier die Werte der Transkription zwischen 1,2010,34
an Tag 6 und 2,331+0,58 an Tag 1 liegen und sich damit kaum von den frisch enthommenen
Retinae unterscheiden.

AnschlieBend wurde auch die Expression der HDR spezifischen Gene untersucht. Hier
zeigte sich fiir das Gen C#P eine Zunahme der Expression iiber die Dauer der Kultur von 8
Tagen, die an Tag 1 (3,8010,68) und Tag 6 (3,62%0,40) im Vergleich zu frisch entnommenen
Retinae statistisch signifikant ist. An Tag 4 erreicht die Expression ihr Maximum mit einem
Wert von 8,221+322.
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Abbildung 33: Quantifizierung von NHE] in der organotypischen Retinakultur von L2 Miusen.
Darstellung der Genexpression nach relativer Quantifizierung der qPCR-Ergebnisse, bezogen auf
das Referenzgen Gapdh. Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte (n=3) und dazugehoriger SEM.
¥ p< 0,01 * p < 0,05 (t-test).

Rad50 dagegen zeigt eine deutlich stabilere Expression, die ab Tag 1 der Kultur bei einem
Wert von etwa 2 liegt. Dennoch ist die Expression des Gens an Tag 1 (2,20£0,15) und Tag
4 (2,45%0,35) statistisch signifikant (p<<0,05) hoher als bei frisch isolierten Retinae.

Betrachtet man dagegen die Expression des Gens Breal so zeigt sich zunichst eine signi-
fikante (p<0,01) Zunahme von Tag 0 (1,00+0,11) auf Tag 1 (2,98%+0,26), die anschliefend
stetig abnimmt und ithr Minimum an Tag 6 (-1,93%0,20) erreicht.
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Abbildung 34: Quantifizierung von HDR in der organotypischen Retinakultur von L&r2 Miusen.
Darstellung der Genexpression nach relativer Quantifizierung der qPCR-Ergebnisse, bezogen auf
das Referenzgen Gapdh. Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte (n=3) und dazugehoriger SEM.
*xx p< 0,001 ** p< 0,01 * p < 0,05 (t-test).
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7. Vergleich der Mauslinien

N ach vorangegangener Einzelanalyse der Genexpression in den drei verschiedenen
Mausmodellen, sollte nun ein direkter Vergleich der Mause untereinander stattfinden.
Dazu wurden die zuvor dargestellten Ergebnisse in Heatmaps, die mit dem Programm Excel
erstellt wurden, zusammengefasst. Dabei stellt Rot eine erhohte, Griin eine niedrigere und
Schwarz eine unverinderte Genexpression dar. So lisst sich einfach erkennen, bei welchen
Genen es Gemeinsamkeiten oder Unterschiede in der Expression innerhalb der verschiede-
nen Mauslinien gibt. Dabei sollte hauptsichlich auf Unterschiede und Gemeinsamkeiten der
transgenen Méuse zur Wt-Maus geachtet werden.
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Abbildung 35: Zusammenfassung der Genexpressionsstudien von DNA-Reparaturgenen in der
gesamten Retina von Wt-, Rpgr- und Lbr2-Miusen. Die Genexpression wurde mittels qPCR be-
stimmt und auf Gapdh normalisiert. Die Farbcodierung zeigt an, ob die Expression hoher (rot),
gleich (schwarz) oder niedriger (griin) ist, verglichen mit frisch isolierten Retinae (Tag 0). Weil3:
keine Messwerte.

Es wird deutlich, dass es bei den Genen Ku80, CHP, Rad50 und Breal kaum Unterschiede
zwischen den drei untersuchten Mauslinien gibt (Abbildung 35). Bei Breal ist lediglich der
Zeitpunkt, wann die Expression abnimmt, etwas verschoben. Das ist jedoch bei den beiden
NHE]J Genen 53bp7 und DN.A-PKes anders. Hier unterscheidet sich jeweils eine Mauslinie
in dem Expressionsmuster von der Wt-Maus. So kommt es bei der Wt und Rpgr Maus nach

einer Kulturdauer von 4 bis 6 Tagen zu einer Abnahme der 53/p7 Expression, wohingegen
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die Level in der L./72 Maus bei einem stabilen Wert von etwa 2 bleiben. Bei den Expressi-
onsstudien von DN.A-PKes fillt auf, dass es lediglich bei der Rpgr Maus zu einer Abnahme
der Expression zwischen der Kulturdauer von 2 bis 6 Tagen kommt. Fiir die Wt und L2

Maus wurden stabilere Expressionslevel gemessen.
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8. Genexpression von DNA-Reparaturproteinen in der ONL

D urch die Tatsache, dass eine Zellschicht-spezifische Lokalisationen von DNA-Repa-
raturproteinen bei immunhistochemischen Firbungen gefunden wurde und speziell
die Kerne der Stabchenphotorezeptoren bei der spateren Therapie als Zielzellen im Mittel-
punkt der Untersuchungen stehen, wurde nach einer Methode gesucht, um eine Expressi-
onsanalyse der einzelnen retinalen Schichten zu ermdéglichen. Die Lasermikrodissektion bie-
tet die Moglichkeit diese Strategie zu verfolgen und wurde in dieser Arbeit zur Anwendung

an der Retina optimiert. Dazu wurde ein Protokoll, welches bisher Anwendung an Lungen-
gewebe findet, entsprechend modifiziert (AG Prof. WeiBmann, ECCPS Giel3en).

8.1  Entwicklung des LMD Protokolls

Nach mehreren Kontrollexperimenten zeigte sich eine Anzahl von 40 Gewebestlicken pro
Probe als geeignet, um eine ausreichende Menge RNA fiir die anschlieBende qPCR isolieren
zu kénnen. Dazu wurden Bereiche aus der ONL und der inneren Retina (INL, IPL und
GCL) markiert und durch den Laser am Mikroskop ausgeschnitten (Abbildung 30).

Abbildung 36: Kryoschnitte der Retina vor (A) und nach (B) Laserablation. Bei dieser Probe
wurde zunichst ein Bereich der ONL ausgeschnitten. Rot: Manuelle Markierung des Bereichs, der
ausgeschnitten werden soll. RPE: retinales Pigmentepithel. ONL: duBlere Kornerschicht (outer nu-
clear layer).

8.2  Validierung der Zellschicht-spezifischen Marker

Um Kreuzkontaminationen der Proben der einzelnen retinalen Schichten bewerten und aus-
schlieBen zu kénnen, wurde nach Genen gesucht, die spezifisch in der ONL und inneren
Retina exprimiert werden. Fir die ONL wurde Rhodopsin als geeignetes Gen identifiziert,
da es mit statistischer Signifikanz (p<0,001) in der ONL (2,52+0,21) hoher exprimiert wird
als in der inneren Retina (0,021£0,01, Abbildung 37).

Bei der inneren Retina wurden insgesamt drei verschiedene Gene in Betracht gezogen.
Dazu zihlt das Gen PRKCA, welches fur die Protein Kinase C alpha (PKCa) kodiert und in
immunhistochemischen Firbungen als Marker fur Stibchen-Bipolar-Zellen gilt (Greferath
etal.,, 1990). Weiterhin wurde das Gen SCGN in Erwigung gezogen, welches fiir das Protein
Secretagogin kodiert. Dieses Calcium bindende Protein ist in dem Zytoplasma der Zapfen-
Bipolar-Zellen lokalisiert (Puthussery et al., 2010). Als drittes wurde das Gen Chx70 als Mar-
ker fir die innere Retina untersucht, da es bereits in einer anderen Arbeit Anwendung als
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Marker fir die INL fand (Hackler et al., 2012). Auch fur diese Arbeit konnte Chx70 als ge-
eignetes Markergen fir die innere Retina validiert werden, da es sich mit statistisch hoher
Signifikanz (p<<0,001) von der Expression in der inneren Retina (2,1910,32) von der ONL
(0,31£0,04) unterscheidet.
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Abbildung 37: Marker Gene fir LMD. Um Kreuzkontaminationen bewerten und ausschlieBen zu
kénnen, wurde die qPCR fiir Marker Gene etabliert, die priferiert in der ONL (Rhodopsin) und
inneren Retina (Chx70) exprimiert werden. Darstellung der Genexpression nach relativer Quanti-
fizierung der qPCR-Ergebnisse, bezogen auf das Referenzgen 78SRN.A. Die Ergebnisse sind auf
die Expression der gesamten Retina normalisiert. Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte (n=14)
und dazugehériger SEM. *** p < 0,001 (t-test).

8.3  Relative Genexpression in einzelnen retinalen Schichten

Nachdem alle Proben auf Kreuzkontaminationen untersucht wurden und diese ausgeschlos-
sen werden konnten, wurde die relative Expression der DNA-Reparaturgene in den einzel-
nen retinalen Schichten bestimmt. Dazu wurde weiterhin zwischen der ONL und inneren
Retina (INL, IPL und GCL) unterschieden. Bei allen nachfolgenden Auswertungen wurden
die Daten der qPCR der einzelnen retinalen Schichten auf die Expression in der gesamten
frisch isolierten Retina (Tag 0) der jeweiligen Mauslinie normalisiert. Die Experimente wur-
den mit den Proben der drei Mauslinien (Wt, Rpgr und Lb72) durchgefihrt, jedoch konnte
aufgrund von technischen Schwierigkeiten nicht jede qPCR ausgewertet werden. Zur Erstel-
lung der nachfolgenden Abbildungen wurden jeweils 4 Proben pro Zeitpunkt, retinaler
Schicht und Mauslinie verwendet. Liegt die Anzahl der Messwerte bei n=2, so wurde dies in

den Abbildungen markiert.
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8.3.1 NHE]

Zunichst wurden die Proben auf die Expression der NHE] Reparaturgene untersucht. Die
Ergebnisse fir das Gen 534p7 konnten bei der Rpgr- und Lor2-Mauslinie bis Tag 4 der orga-
notypischen Retinakulturen ausgewertet werden. Bei beiden Mauslinien zeigt sich eine zu-
nehmende Genexpression in der ONL, wohingegen die Expression in der inneren Retina
weitestgehend stabil und auf einem sehr niedrigen Level bleibt. So erreicht die Expression in
der ONL bei der Rpgr Maus ein Maximum von 9,611+3,94 an Tag 2 der Kultur und beweget
sich in der inneren Retina zwischen Werten von 0,78%0,08 an Tag 0 und 1,51%0,33 an Tag
4 (Abbildung 38A). Bei der LAr2 Maus liegt die maximale Expression in der ONL bei
12,94%2,05 an Tag 4. In der inneren Retina erreicht die Expression einen maximalen Wert
von 2,4510,67 an Tag 1 der Kultur und sinkt dann so weit ab, dass sie an Tag 4 nicht mehr
detektierbar ist (Abbildung 38B).
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Abbildung 38: Zunchmende 536p7 Expression in der ONL. Darstellung der Genexpression nach
relativer Quantifizierung der qPCR-Ergebnisse, bezogen auf das Referenzgen 78§RN.A. Die Er-
gebnisse sind auf die Expression der gesamten Retina (Tag 0) normalisiert. Dargestellt sind die
jeweiligen Mittelwerte (n<4) und dazugehoriger SEM. Keine statistische Auswertung aufgrund ge-
ringer oder variierender Stichprobenanzahl. n.d.: nicht detektierbar.

Fir das NHE] Reparaturgen K#80 konnte eine Auswertung der Messwerte in allen drei
Mauslinien bis Tag 6 der Retinakultur erfolgen. Hier zeigen sich deutliche Unterschiede im
Expressionsmuster der einzelnen retinalen Schichten zwischen den drei verschiedenen
Mauslinien. Betrachtet man zunichst die Ergebnisse der Wt Maus so fillt auf, dass auch hier
eine Zunahme der Expression in der ONL iiber die Dauer der Kultur stattfindet, bei gleich-
bleibender Expression in der inneren Retina (Abbildung 39A). So steigt die K#§0 Expression
in der ONL von Tag 0 (3,2910,74) bis Tag 2 (9,35+2,70) an und bleibt anschlieSend bis Tag
6 (9,00%3,70) stabil. In der inneren Retina liegen die Werte zwischen 1,8710,56 an Tag 1 und
2,76%1,12 an Tag 4.

Bei der Rpgr Mauslinie konnte dagegen keine Zunahme der Expression in der ONL de-
tektiert werden (Abbildung 39B). Hier liegen die Werte zwischen 0,79£0,12 an Tag 4 und
2,35%+1,35 an Tag 2 und bleiben damit weitestgehend stabil. Auch in der inneren Retina ist
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keine Veranderung in der Expression tber die Dauer der Kultur erkennbar. Jedoch liegen
die Werte auch hier wieder unter denen der ONL, mit einem Minimum an Tag 4 von
0,55%0,12 und einem Maximum von 1,71£0,57 an Tag 6.

Bei der LLor2 Mauslinie ist ebenfalls ein Anstieg der K#80 Expression in der ONL erkenn-
bar, der jedoch nicht so stark ist, wie in der Wt Maus. Hier wird ein Maximum erst an Tag 6
mit einem Wert von 5,33%0,70 erreicht (Abbildung 39C).
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Abbildung 39: K#80 in einzelnen retinalen Schichten. Darstellung der Genexpression nach relati-
ver Quantifizierung der qPCR-Ergebnisse, bezogen auf das Referenzgen 78§RN.A. Die Ergebnisse
sind auf die Expression der gesamten Retina normalisiert. Dargestellt sind die jeweiligen Mittel-
werte (n = 4) und dazugehdériger SEM. Keine statistische Auswertung aufgrund geringer oder va-
riierender Stichprobenanzahl. n.d.: nicht detektierbar.

Zuletzt wurde die Expression des Gens DN.A-PKes des NHE] Reparaturwegs untersucht.
Hier konnten fiir die Rpgr- und Lbr2-Mauslinien eine Auswertung der Daten bis Tag 8 der
Retinakultur vorgenommen werden. Die Expression von DN.A-PKes in der ONL der Rpgr
Maus zeigt eine Abnahme tber die Dauer der Kultur. Bei frisch entnommenen Retinae (Tag
0) war ein Wert von 1,59+0,45 messbar, der bis Tag 4 der Kultur auf 0,17 (n=1) absinkt und

an den folgenden beiden Messpunkten auf ein Level absinkt, das nicht mehr detektierbar ist

(Abbildung 40A). In der inneren Retina bleibt die Expression dagegen stabil.
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Bei der LLor2 Maus kommt es zunichst zu einer Zunahme der Expression von DN.4-PKes
in der ONL, von 2,39£0,45 an Tag 0 zu 4,19%2,47 an Tag 2, die jedoch ab Tag 4 auf nicht
detektierbare Mengen an Transkripten absinkt (Abbildung 40B). Auch in der inneren Retina
ist ab Tag 4 der Kultur kein DNA-PKcs Signal mehr messbar.
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Abbildung 40: DN.A-PKes in einzelnen retinalen Schichten. Darstellung der Genexpression nach
relativer Quantifizierung der qPCR-Ergebnisse, bezogen auf das Referenzgen 78SRN.A. Die Er-
gebnisse sind auf die Expression der gesamten Retina normalisiert. Dargestellt sind die jeweiligen
Mittelwerte (n=4) und dazugehériger SEM. Keine statistische Auswertung aufgrund geringer oder
variierender Stichprobenanzahl. n.d.: nicht detektierbar.

84 HDR

Des Weiteren wurden erneut die drei Gene fiir den HDR Reparaturweg auf ihre Expression
in den einzelnen retinalen Schichten untersucht. Bei dem Gen C#P konnten lediglich die
Messungen in der Rpgr Maus ausgewertet werden und auch hier waren nur wenige Werte
messbar, was sich deutlich in Abbildung 41 zeigt. Fur die innere Retina konnte iiber die
gesamte Dauer der Kultur keine Messwerte detektiert werden. Lediglich fiir die ONL konn-
ten Werte an Tag 0 (3,3910,85) und Tag 1 (5,90, n=1) gemessen werden, an den folgenden
Tagen sinkt auch hier die Menge an Transkripten in nicht mehr messbare Bereiche.

Fir das Gen Rad50 konnten fir die Rpgrund Lb72 Maus Daten ausgewertet werden. Bei
der Rpgr Maus zeigt sich zunichst eine Zunahme von Tag 0 (4,28%0,58) zu Tag 1 (5,57%0,45),
jedoch ist dann eine Abnahme auf 0,61£0,36 an Tag 4 erkennbar, die anschlieBend bis in
nicht mehr detektierbare Bereiche absinkt (Abbildung 42A). Auch fur die innere Retina
konnten lediglich Werte bis Tag 4 der Kultur bestimmt werden, danach sinkt die Expression

weiter ab.
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Abbildung 41: C#IP in einzelnen retinalen Schichten. Darstellung der Genexpression nach relativer
Quantifizierung der qPCR-Ergebnisse, bezogen auf das Referenzgen 78§RN.A. Die Ergebnisse sind
auf die Expression der gesamten Retina normalisiert. Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte
(n=3) und dazugehériger SEM. Keine statistische Auswertung aufgrund geringer oder variierender
Stichprobenanzahl. n.d.: nicht detektierbar.

Fir die Lor2 Maus war lediglich eine Auswertung bis Tag 2 der Kultur moglich. Hier zeigt
sich sowohl fiir die ONL, als auch fiir die innere Retina eine Zunahme in der Expression
von Rad50 (Abbildung 42B). In der ONL steigt die Expression von 3,22+0,95 an Tag 0 auf
9,51 an Tag 2 an. In der inneren Retina ist es eine Zunahme von 1,01£0,30 auf 3,8010,87.

A . Rpgr B ... Lbr2
C 12 12
9 . OnL
% [ 'nnere Retina
o 101 10
s
x
w8 8 4
B
.g 6 n=2 6
D: n=1
g 4 4 4 4
©
T 2 5 24
—_ n=
0 - ; i= ne n'.d' 0 ﬁ Ill .
o 1 2 4 6 8 0 1 2
Kulturdauer [Tage] Kulturdauer [Tage]

Abbildung 42: Rad50 in einzelnen retinalen Schichten. Darstellung der Genexpression nach rela-
tiver Quantifizierung der qPCR-Ergebnisse, bezogen auf das Referenzgen 78§5RN.A. Die Ergeb-
nisse sind auf die Expression der gesamten Retina normalisiert. Dargestellt sind die jeweiligen
Mittelwerte (n < 4) und dazugehoériger SEM. Keine statistische Auswertung aufgrund geringer oder
variierender Stichprobenanzahl. n.d.: nicht detektierbar.
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Ergebnisse: Kapitel 8 Genexpression von DNA-Reparaturproteinen in der ONL

Schliefllich wurde die Expression von Breal in den einzelnen retinalen Schichten analysiert.
Hier zeigt sich bei der Rpgr Maus in der ONL eine abnehmende Rate, von 5,16£1,54 an Tag
0 auf 2,14 (n=1) an Tag 4, bis hin zu so geringen Werten an Tag 6 und 8, die in der gPCR
nicht mehr detektierbar waren (Abbildung 43A). In der inneren Retina war lediglich bei frisch
entnommenen Retina Breal Expression messbar (0,57£0,17), bei den Kulturstadien war bis
zu Tag 8 keine Expression, aufgrund der Detektionsgrenze, messbar. Verglichen damit zeigt
sich eine dhnliche Expression in der L.o72 Maus. Auch hier war lediglich Expression des Breal
Gens in der inneren Retina von frisch entnommenen Retinae messbar (0,29+0,05) (Abbil-
dung 43B). Dagegen ist die Expression in der ONL deutlich hoher. Hier liegen die Werte an
Tag 0 bei 8,74£2,28, steigen an Tag 1 (22,04£2,55) weiter an und erreichen an Tag 2 schlie3-
lich einen Wert von 18,8219,04. An den darauffolgenden Kulturtagen ist keine Expression

von Breal in der ONL messbat.
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Abbildung 43: Breal in einzelnen retinalen Schichten. Darstellung der Genexpression nach relati-
ver Quantifizierung der qPCR-Ergebnisse, bezogen auf das Referenzgen 785RIN.A. Die Ergebnisse
sind auf die Expression der gesamten Retina normalisiert. Dargestellt sind die jeweiligen Mittel-
werte (n =< 4) und dazugehériger SEM. Keine statistische Auswertung aufgrund geringer oder va-
rilierender Stichprobenanzahl. n.d.: nicht detektierbar.
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9. Vergleich: Gesamte Retina vs. ONL

m eine Analyse auf Gemeinsamkeiten und Unterschiede der Expression der DNA-

Reparaturgene in der gesamten Retina und der ONL durchfithren zu kénnen, wurden
im Folgenden die Ergebnisse in einer Abbildung am Beispiel der Rpgr Maus zusammenge-
stellt. Wichtig ist, dass Daten der beiden Graphen auf unterschiedlichen House Keeping Ge-
nen beruht. Fiir die Untersuchungen der gesamten Retina wurde Gapdh genutzt, fir die ein-
zelnen retinalen Schichten 78SRINA.

Es fallt auf, dass einzelne Gene in der ONL deutlich héher exprimiert werden, verglichen
mit der Gesamtretina. Dazu zdhlen die Gene 534p7, CHP, Rad50 und Breal. Jedoch war bei
diesen Genen ab einer gewissen Kulturdauer keine Expression mehr messbar. Erst durch die
Einzelanalyse der Genexpression in der ONL wird deutlich, dass es deutliche Verinderungen
Uber die Dauer der Kultur gibt. Dies macht diese Analyse so wichtig fiir die geplante Genome

Editing Strategie in der Retina und im Speziellen in den Photorezeptoren, deren Kerne die
ONL bilden.
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Abbildung 44: Expression der DNA-Reparaturgene von Rpgr Mdusen in der gesamten Retina (A)
vergleichen mit der ONL (B). Darstellung der Genexpression nach relativer Quantifizierung der
qPCR-Ergebnisse, bezogen auf die Referenzgene Gapdh (Gesamtretina) und 78SRN.A (ONL). Alle
Ergebnisse sind auf die Expression der gesamten Retina (Tag 0) normalisiert. Dargestellt sind die
jeweiligen Mittelwerte (n=4) und dazugehé6riger SEM. Blau, Gene des NHE] Reparaturwegs. Rot,
Gene des HDR Reparaturwegs.
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Ergebnisse: Kapitel 10 Das Ku80 Protein

10. Das Ku80 Protein

N achdem das zentrale Protein des NHE] Reparaturwegs Ku80, auch Xrcc5 genannt,
eine besondere und unerwartete Expression in den einzelnen retinalen Zellschichten
zeigte, sowohl auf mRNA-Ebene, als auch auf Protein-Ebene in der Immunhistochemie,
wurden weiterfiihrende Analysen angeschlossen. Im Folgenden sind die Ergebnisse zweier
Western Blots dargestellt. GAPDH diente als L.adekontrolle. Die besten Ergebnisse wurden
mit dem RIPA-Puffer (Abbildung 45A) und dem SLB (Abbildung 45B) erzielt. Die beiden
Puffer unterscheiden sich maf3geblich in der SDS Konzentration. Beim RIPA-Puffer liegt
diese bei 0,1%, beim SLB dagegen bei 4%.

Fir den Western Blot mit RIPA-Puffer-isolierten Proben, betrigt die Menge des aufgetra-
genen Proteins 60 ng. Hier diente E.co/i als Negativkontrolle. Bakterien exprimieren das
Ku80 Protein nicht. Bei den Proben von Retina, Muskel und Hoden sind deutliche Banden
erkennbar, bei der Lunge lisst sich eine Bande vermuten. Auffallig ist jedoch, dass die Ban-
den auf unterschiedlicher Hohe liegen. Wihrend Retina, Hoden und Lunge eine Bande
knapp tber 100 kDA aufweisen, liegt die Bande des Muskels bei 100 kDa.
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Abbildung 45: Western Blot mit Ku80 Antikérper. A: Lyse mit RIPA-Puffer. B: Lyse mit SDS
Lysis Buffer nach Britton et al. 2016. GAPDH diente als Kontrolle.
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Mit SLB wurden Proben von HEK293, C2C12-Zellen und murinen Organen wie Muskel,
Hoden und Lunge isoliert. Hier zeigte sich fiir die C2C12-Zelle eine hohere und fir HEK293
und dem Muskel eine niedrigere Bande, auf gleicher Hohe wie in dem Western Blot zuvor.
Wie an der Ladekontrolle (GAPDH) deutlich wird, wurden unterschiedliche Mengen Protein
geladen, weshalb vermutlich kein Signal bei Hoden und Lunge erreicht werden konnte. Auf-
grund der hohen Menge SDS im Lysis Puffer war eine Protein Konzentrationsbestimmung
im Vorfeld nicht méglich.

Um die verschiedenen GroBen der Proteine erkliren zu konnen, wurde im nichsten
Schritt die mRNA auf Isoformen, aus Splicevarianten resultierend, untersucht. Dazu wurden
Primer designst, die den gesamten ORF von K#80 umfassen. Die Sequenz stammte von der
NCBI Datenbank (NM_009533.2, https:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/). Das erwartete
PCR Produkt sollte eine GréB3e von 2199 bp haben. Nach PCR mit cDNA verschiedener
muriner Gewebe mit den entsprechenden K#80 Primern, entstanden bei manchen Geweben
zwei PCR Produkte (Abbildung 46). Dies war beim Muskel, Retina, Herz und Gehirn der
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Ergebnisse: Kapitel 10 Das Ku80 Protein

Fall. Bei den anderen Geweben (Leber, Lunge, Niere, Hoden) und den C2C12 Zellen ist
lediglich das kleinere Produkt entstanden. Beide Produkte haben, dem Gelbild nach zu ur-
teilen, eine GrofBe zwischen 2000 bp und 2500 bp.
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Abbildung 46: Isoformen der mRNA nach PCR iber Gesamtlinge des K#80 Gens (Agarosegel-
bild). Fur die PCR wurde cDNA von verschiedenen murinen Organen und von C2C12 Zellen ein-
gesetzt. Ansatz mit ddH2O diente als Negativkontrolle.

Die PCR wurde fiir die Retina wiederholt, die Produkte auf ein Agarosegel aufgetragen,
beide Banden ausgeschnitten, aufgereinigt (NucleoSpin Gel and PCR Clean-up von Mache-
rey-Nagel) und sequenziert. Die Sequenzierung ergab, dass das kleinere Produkt der Sequenz
aus der Datenbank entspricht. Die Sequenzierung des gréBeren Produkts war leider nicht
erfolgreich.

Inzwischen sind jedoch weitere Isoformen der mRNA auf NCBI beschrieben, die gréfer
sind als Variante 1. Variante 2 (NM_001357519.1) entspricht einer GréB3e von 2849 bp und
Variante 3 (NM_001357520.1) 2845 bp. AuBlerdem sind zwei verschiedene Isoformen des
Ku80 Proteins beschrieben, die méglicherweise eine Erklirung fir die unterschiedlichen
GroBen der Proteine im Western Blot darstellen. Isoform 1 (NP_033559.2) verfiigt tiber eine
GroBe von 732 Aminosiduren, was einem theoretischen Gewicht von etwa 83,07 kDA
(https:/ /www.bioinformatics.org/sms/prot_mw.html) entspricht. Isoform 2
(NP_001344448 , NP_001344449.1) ist dagegen etwas kleiner, mit einer GréBe von 713
Aminosiduren und etwa 81,2 kDA.
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Diskussion: Kapitel 1 Die organotypische Retinakultur

E rbliche Netzhautdegenerationen sind eine Gruppe von Erkrankungen, die durch Mu-
tationen in iiber 200 Genen ausgelost werden konnen. Im Rahmen des von der EU
geforderten Projektes REGAIN (Retinal gene alteration in XLRP, ERC Starting Grant
#311244) sollten Strategien entwickelt werden, wie XLRP 7 vivo per Genome Editing thera-
piert werden kann. Dazu sollen zelleigene Reparaturwege wie HDR genutzt werden, um die
mutierte chromosomale DNA-Sequenz durch ein exogenes DNA-Template zu reparieren.
Die Behandlung soll durch den Gentransfer von Endonuklease und DNA-Template durch
Adeno-assoziierte Viren (AAV) oder Nanopartikel verwirklicht werden. Da eine solche Stra-
tegie noch nie in der Retina 7z vivo durchgefiithrt wurde, sind zahlreiche Parameter unbekannt,
wie zum Beispiel das Auftreten von NHE] oder HDR in der postmitotischen Retina, speziell
in den Photorezeptoren. Um die Anwendung und das Potenzial des therapeutischen Ge-
nome Editings in der Netzhaut zu studieren und zu optimieren, bevor es 7 vivo an der Netz-
haut der Maus getestet wird, kommen organotypische Retinakulturen zum Einsatz. Sie stellen
ein intermedidres System zwischen mitotischen Zellen 7z vitro und der 7z vivo Situation dar,
wobei innerhalb der ersten Woche in Kultur neurodegenerative Verinderungen noch relativ
mild sind. Im Rahmen der Dissertation sollten die Genexpressionslevel zentraler DNA-Re-
paraturproteine in der organotypischen Retinakultur von adulten Mausen untersucht werden,
wobei der Fokus auf den Vorgingen in Photorezeptoren liegt, da sie die Zielzellen in spite-
ren Therapieansitzen darstellen. Dazu wurden Netzhiute adulter Tiere bis zu acht Tage in
Kultur genommen und nach Isolierung der RNA und ihrer Umschreibung in cDNA die
Genexpression mittels quantitativer PCR untersucht. Da aufgrund immunhistochemischer
Untersuchungen eine zelltypspezifische Differenzierung der Expressionslevel wahrschein-
lich ist, sollte weiterhin die Expression der Gene in Photorezeptoren im Vergleich zu Zellen
der inneren Netzhaut analysiert werden. Dafiir wurden die Photorezeptorkerne mittels La-

sermikrodissektion isoliert.
1. Die organotypische Retinakultur

m die Anwendung gentherapeutischer Strategien an der organotypischen Retinakultur

von adulten Wildtypmiusen testen zu kénnen, war eine nihere Charakterisierung der
Retinakultur nétig. Dazu wurde in dieser Arbeit die Expression verschiedener Gene gemes-
sen. Nach Kultivierung der Retinae tiber einen Zeitraum von bis zu acht Tagen wurde das
Gewebe homogenisiert, die RNA isoliert, cDNA synthetisiert und schlief3lich die Expression
mittels quantitativer PCR gemessen. Die AACT Methode wurde genutzt, um die relative Ge-
nexpression zu bestimmen. Gapd)h diente als Housekeeping-Gen.

Betrachtet man zunichst den Gesamt-RNA-Gehalt der Retinaproben im Vergleich zu den
einzelnen Kulturstadien ldsst sich festhalten, dass der RNA-Gehalt rapide und statistisch sig-
nifikant (p>0,001) abnimmt, sobald die Retinae in Kultur genommen wurden (Abbildung
17). Die Kulturbedingungen scheinen somit einen gro3en Einfluss auf den allgemeinen Zu-

stand der Retina zu haben. Dies ist auch verstindlich, bedenkt man, dass keine Versorgung
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Diskussion: Kapitel 1 Die organotypische Retinakultur

der Retinae mit Nahrstoffen und Sauerstoff tiber das Blut stattfindet. Stattdessen inkubieren
sie auf einer Polycarbonatmembran in Nahrmedium, welches jeden zweiten Tag gewechselt
wird und verbleiben in 5%iger CO,- und mit Wasserdampf gesittigten-Atmosphaire.

AuBerdem ist zu beachten, dass etwa 80% aller Neuronen in der Mausretina Photorezep-
toren sind, welche das Photopigment Rhodopsin produzieren (Jeon et al., 1998). Somit ist
dieses Protein fiir den Grofteil der Proteinsynthese, inklusive ribosomaler und tRNA, ver-
antwortlich. Da die organotypische Retinakultur ohne RPE Zellen und funktionelle dullere
Segmente pripariert wurde, ist eine Abnahme in der Rhodopsinproduktion und damit der
generellen Proteinsynthese zu rechnen. Um diese Hypothese zu bestitigen, wurde die Gen-
expression von Rhodopsin in der Retinakultur von adulten Wildtypmausen, Rpgr und L2
Miusen mittels qPCR bestimmt. Die Expression von Rhodopsin, zeigt eine starke Abnahme,
sobald sich die Retina in Kultur befindet. Bereits ab Tag 1 der Retinae von Wt Miusen in
Kultur ist eine etwa 5-fache (-5,35+1,36) Abnahme der Expression zu erkennen, die sich bis
Tag 8 auf einen Wert von -38,80126,71 verstirkt (Abbildung 19) und damit die vorangegan-
gene Hypothese bestitigt. Ahnliche Ergebnisse sind fiir die drei und neun Monate alten Rpgr
und L&72 Mause zu beobachten (Abbildungen 27 und 31), was die Hypothese zusitzlich
bestitigt. Durch die Priparation der Netzhaut kann es, wie zuvor beschrieben, zum Verlust
der AuBlensegmente der Photorezeptoren kommen. Auflerdem wird das RPE nicht erhalten,
welches 7z vivo eine schiitzende und versorgende Funktion fiir die Photorezeptoren hat, die
in Kultur nicht mehr vorhanden ist (Strauss, 2005). Weitere mégliche Ursachen fiir die Ab-
nahme der Expression kénnten die fehlende Stimulation durch den physiologischen Reiz des
Lichtes sein oder die Unterbrechung des visuellen Zyklus. Wihrend der Phototransduktions-
kaskade wird durch Lichtabsorbtion 11-ss-Retinal zum all-#rans-Retinal umgewandelt (Tang
et al., 2013). Kommt es zum Verlust des RPE, kann die Regeneration zum 11-cs-Retinal
nicht mehr stattfinden.

Weiterhin wurde die Expression von Glia-spezifischen Genen bestimmt. Es konnte eine
erhohte Expression der Gene A#f7, auch Ibal genannt, und Gfap in allen drei Mauslinien
beobachtet werden (Abbildungen 20, 28 und 32), wobei Gfap stets eine deutlich stirkere
Zunahme als [bal zeigt. Eine Ausnahme stellt hier die .72 Maus dar, bei der Ibal einen
stirkeren Anstieg der Expression zeigt. Die Zunahme der Expression von Glia-spezifischen
Genen ist vermutlich auf eine Gliose in der organotypischen Retinakultur zurtckzuftihren.
Diese Ergebnisse passen gut zu der immunhistochemischen Charakterisierung der organo-
typischen Retinakultur, die parallel von Kollegen in der Arbeitsgruppe durchgefithrt wurden.
Dort konnten Mullerzellen verstirkt ab Tag 4 der Retinakultur durch die GFAP Firbung
detektiert werden. Auch aktivierte Mikroglia, markiert durch Ibal, konnten ab Tag 4 ver-
mehrt in der inneren Retina gefunden werden. Ebenso wurden von Mikroglia stammende
Makrophagen in der ONL sichtbar (Miiller et al., 2017). Dies kann als frithe und unspezifi-
sche Reaktion auf Schiden der Retina angesehen werden, welche zum Ziel hat, das Ubetle-

ben der retinalen Neuronen zu unterstiitzen (Liberto et al., 2004).
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Diskussion: Kapitel 1 Die organotypische Retinakultur

Die Resultate aus der vorliegenden Arbeit zusammen mit den Untersuchungen aus Miiller
et al. 2017 weisen darauf hin, dass sich die Retina in Kultur innerhalb der ersten Woche in
einem metabolisch aktiven und viablen Zustand befindet. Damit ist sie bis zum Tag 8 fiir
priklinische gentherapeutische Anwendungen nutzbar. Die organotypische Retinakultur eig-
net sich somit als intermedidres Modell zwischen Zellkultur und Tierversuchen (Mdller et al.,
2017).

Bisher wurden hauptsichlich organotypische Retinakulturen von neonatalen Mausretinae
genutzt und untersucht. Diese unterscheiden sich deutlich von adulten Retinae, da sie sich
noch in der Differenzierung befinden. So wurde beispielsweise gezeigt, dass diese Retinakul-
turen ein fundamentales Problem haben. Die Innen- und Aullensegmente der Photorezep-
toren entwickeln sich nicht korrekt (Ogilvie et al., 1999). Somit wurde durch die vorliegende
Arbeit und weitere Arbeiten der AG von Prof. Stieger erstmals die Viabilitit der adulten
Retinakultur Gber einen Zeitraum von acht Tagen gezeigt.

Neben dem intermedidren System stellt die organotypische Retinakultur von adulten Méu-
sen gleichzeitig ein reproduzierbares Degenerationsmodell der Retina im Zeitraffer dar. Sie
weist charakteristische Verinderungen auf, die zuvor von Cuenca und Kollegen zusammen-
gefasst und in vier Phasen eingeteilt wurden (vgl. Einleitung, Abschnitt 2.1; Cuenca et al.,
2014). Dazu zihlen beispielsweise, wie bereits beschrieben, die Aktivierung der Gliazellen
und Verluste der Innen- und Aullensegmente von Photorezeptoren tiber die Dauer der Kul-
tur. Auch eine deutliche Abnahme im Durchmesser der Retina konnte im Rahmen der LMD
Experimente beobachtet werden.

In kinftigen Experimenten kénnten als Erginzung die Kulturbedingungen variiert und
Supplemente hinzugegeben werden, um Apoptosemechanismen zu inhibieren und das Uber-
leben der Photorezeptoren und retinalen Neurone zu férdern (Bringmann et al., 2000).
Ebenso konnte versucht werden das RPE fir die Kultivierung zu erhalten, um zusitzlich

von der schiitzenden Funktion zu profitieren.
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2. DNA-Reparaturmechanismen in der postmitotischen Retina

D ie DNA-Reparaturmechanismen einer Zelle wurden bisher hauptsichlich in Zellkul-
turexperimenten untersucht. Jedoch ist das Wissen tiber das Vorhandensein und die
Aktivitit der DNA-Reparaturwege im Menschen und Tiermodell 7z vivo im Allgemeinen und
in der postmitotischen Retina im Speziellen fiir eine erfolgreiche Genome Editing Therapie
unerlisslich So konnten bereits Miiller und Kollegen zeigen, dass eine Kolokalisierung von
53BP1, einem wichtigen Protein des NHE] Reparaturwegs, und yH2AX, einem Marker fiir
DNA-DBS, lediglich sehr selten auftritt (Muller et al., 2018). Dies wiederum deutet darauf
hin, dass bei der Erkennung und Reparatur von DSB in der Retina moglicherweise andere
Proteine oder Reparaturwege eine Rolle spielen.

Davon ausgehend, dass tiber die Dauer der Kultur mehr DSB auftreten, missten auch die
entsprechenden Reparaturmechanismen aktiviert und dadurch ein Anstieg der Expression
der entsprechenden Gene messbar sein. Fiir den NHE] Reparaturweg wurden in dieser Ar-
beit die Gene 534p1, Ku80 und DINA-PKes in der organotypischen Retinakultur von Wt, Rpgr
und L&72 Mausen untersucht. Um mogliche Aktivitit des HDR Reparaturwegs zu Uberprii-
fen, wurde die Expression der Gene C#IP, Rad50 und Breal analysiert.

Bei Betrachtung der Ergebnisse fillt auf den ersten Blick die Expression von C#P ins
Auge, die in allen drei Mauslinien den stirksten und statistisch signifikanten Anstieg in der
Expression zeigt (Abbildungen 22A, 30A und 34A). Rad50, auch ein Gen des HDR Repara-
turwegs, zeigt ebenfalls einen etwa 2-fachen Anstieg der Expression in allen untersuchten
Mauslinien, vergleicht man frisch isolierte Retinae mit kultivierten (Abbildungen 22B, 30B
und 34B). Breal dagegen weist zunichst einen Anstieg der Expression auf, die jedoch ab
einer gewissen Kulturdauer wieder abnimmt und schlieB3lich niedriger ist, als in frisch isolier-
ten Retinae (Abbildungen 22C, 30C und 34C). Dieses Ergebnis wiirde also nicht eindeutig
fir HDR als aktiven Reparaturweg in der adulten Retina sprechen.

Ein ebenso undeutliches Ergebnis ist fiir die Gene des NHE] Reparaturwegs erlangt wor-
den. Fir das Gen K#80 ist zwar ein stabiler Anstieg in der Expression tiber die Dauer der
Kultur in allen drei Mauslinien messbar, der bis zu zwei- bzw. dreifach, verglichen mit frisch
isolierten Retinae, ist (Abbildungen 21B, 29B, 33B), dies ist jedoch bei den anderen beiden
untersuchten NHE] Genen anders. Auch die zuvor beschriebenen Erkenntnisse von Miller
et al. sprechen gegen NHE] als Reparaturweg in der adulten Mausretina und passen damit
gut zu den Ergebnissen dieser Arbeit. Gleichzeitig geben diese Ergebnisse wahrscheinlich
einen Hinweis auf den vorliegenden DNA-Reparaturdefekt in den Stibchen Photorezepto-

ren von Miusen, der bereits in einer anderen Arbeit beschrieben wurde (Frohns et al., 2014).

2.1 MME] als alternativer Reparaturweg

Obwohl die genauen Mechanismen nach wie vor ungeklirt sind, konnte von anderen Grup-
pen gezeigt werden, dass CtIP iiber den HDR Reparaturweg hinaus auch bei MME] eine
entscheidende Rolle spielt. MME] stellt einen alternativen Reparaturweg zum klassischen
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NHE] dar, der tiber mikrohomologe Bereiche funktioniert. CtIP ist, genau wie bei HDR, fiir
die initiierende Modifikation der DNA-Enden verantwortlich (Makharashvili et al., 2014;
Wang et al., 2014). Auch Rad50, als Bestandteil des MRN-Komplexes, konnte fir MME]
von wichtiger Bedeutung sein. Hinweise darauf ergaben ebenfalls einige vorangegangene Stu-
dien in Hefen (Ma et al., 2003; Zhang and Paull, 2005). Ob BRCA1 jedoch an dem Prozess
beteiligt ist oder nicht, wird bisher sehr unterschiedlich berichtet. So gibt es Studien in
DT40 B Zellen, die zeigen, dass MME] nicht von BRCA1 beeinflusst wird (Yun and Hiom,
2009). Auch eine andere Studie in humanen Zellen zeigt, dass die Reduktion von BRCA1 die
Rate von HDR reduziert und gleichzeitig MME] fordert (Ahrabi et al., 2016). Im Gegensatz
dazu konnte eine andere Gruppe zeigen, dass CtIP und BRCA1 MME] an Telomeren for-
dern (Badie et al., 2015). Somit ist es offensichtlich, dass andere Systeme und Nachweisme-
thoden bendtigt werden, um die genauen zugrunde liegenden Mechanismen von MME] auf-
kliren zu kénnen.

Es besteht also die Méglichkeit, dass der vorherrschende Reparaturweg in der adulten
Mausretina, sowie der humanen Retina, MME] ist. Die humane Retina zeigte in der vorlie-
genden Arbeit ebenfalls hohere Expression von MME] spezifischen Genen, verglichen mit
anderen Zelltypen aus mitotischen Zellkultursystemen (Abbildung 26D). Dies konnte ein
weiterer Hinweis fiir MME] als aktiver Reparaturweg sein. Um diese These zu bestitigen
sind jedoch weitere Untersuchungen nétig. Es konnten beispielsweise MME] Assays durch-
gefithrt werden (McVey and Lee, 2008). Zudem ist zu bedenken, dass die Studien dieser
Arbeit, K#80 ausgenommen, ausschlief3lich die Genexpressionsebene betrachten und damit
keine Aussage Gber das Vorhandensein oder die Aktivitit der Proteine getroffen werden
koénnen. Jedoch wurden in der Arbeitsgruppe parallel immunhistochemische Arbeiten vot-
genommen, die das Vorhandensein einiger DNA-Reparaturproteine in der Retina bestitigen
(Laucke, 2017; Muller et al., 2018)

2.2  DNA-DSB-Reparatur im Rpgr Mausmodell

Die Unterschiede zwischen der Wt Maus und dem Rpgr Mausmodell liegen in einer artifiziell
eingefiigten Punktmutation im ORF15 des Rpgr Gens, die beim Menschen zur Ausbildung
von XLRP fihrt. Somit stellt diese Mauslinie ein Krankheitsmodell fur XILRP dar, wobei die
morphologischen und funktionellen Verinderungen nach etwa neun Monaten signifikante
Level erreichen. Aus diesem Grund wurden sowohl drei, als auch neun Monate alte Rpgr
Tiere untersucht. Da sich die beiden Mauslinien lediglich durch die Punktmutation unter-
scheiden, die einen Einfluss auf die Expression des RPGR Proteins hat, war eine Verinde-
rung der Expression von DNA-Reparaturgenen nicht zu erwarten. In Ubereinstimmung mit
der vorangegangenen These konnten keine Unterschiede in der Expression der DNA-Repa-
raturgene zwischen Wt und Rpgr Maus gefunden werden. Einzige Ausnahme stellt das Gen
DNA-PKes, auch Prkde, dar (Abbildung 35). Das Gen codiert fiir das gleichnamige Protein,
welches als Bestandteil des NHE] Reparaturwegs von dem Ku Heterodimer an den DSB
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rekrutiert wird und Autophosphorylierungsaktivitit besitzt. Die Ursache fiir die abnehmende
Expression wihrend der organotypischen Retinakultur bedarf weiteren Untersuchungen.
Moglicherweise tibernimmt dieses Protein noch weitere Aufgaben, die an dieser Stelle zu
tragen kommen.

Auch zwischen den drei- und neun Monate alten Rpgr Tieren konnten keine signifikanten
Unterschiede in der Expression der DNA-Reparaturgene gefunden werden (Abbildung 29
und 30), sodass davon auszugehen ist, dass die Mutation im Rpgr Gen keinen Einfluss auf
die Reparaturmechanismen in den Zellen hat. Dieses Modell eignet sich also sehr gut, um

geplante Therapiestrategien bei XLRP zu testen.

2.3  Chromatinstruktur der adulten Stibchen Photorezeptoren von Miusen
Weiterhin konnte durch vorangegangene Studien gezeigt werden, dass die spezielle Chroma-
tinstruktur von adulten Stibchen Photorezeptoren zu einem Reparaturdefekt in Mausen
fihrt. Wihrend 90% der DSB in anderen Zelltypen in der Retina, im Gehirn oder verschie-
denen anderen Geweben binnen eines Tages repariert werden, bleiben etwa ein Drittel der
DSB in den Stibchen der Mause fiir bis zu sechs Tage vorhanden. Nach bestem Wissen stellt
dies die ineffizienteste und langsamste Reparatur aller Zelltypen in Wt Tieren dar, trotz ro-
buster Expressionslevel von wichtigen Reparaturfaktoren wie Ku80 und DNA-PKcs
(Frohns et al., 2014). Dies wiederum gibt einen Hinweis darauf, dass das Heterochromatin
im Allgemeinen die Reparatur von DSB in Saugern 7z vivo beeintrichtig.

Ursache fur diese spezielle Chromatinstruktur sind die Abwesenheit des Lamin B Rezep-
tors (LBR), sowie von Lamin A/C. Diese Proteine sorgen fiir das Binden des Heterochro-
matins an die Kernhiille. Fehlen diese Proteine, kommt es in postmitotischen Zellen zu einer
Relokalisation in das Innere des Kerns. Somit sind diese Proteine der Kernhiille maf3geblich
an der Verteilung des Heterochromatins, der Genexpression und zelluldren Differenzierung
wihrend der Entwicklung beteiligt (Solovei et al., 2013). Um zu vergleichen, welchen Ein-
fluss diese Chromatinstruktur auf die Genexpression der DNA-Reparaturgene hat, wurde
zusatzlich zur Wt Maus auch die sogenannte .02 Maus untersucht. Die Mauslinie besitzt in
etwa 30% ihrer Stibchenphotorezeptoren die konventionelle Chromatinstruktur, welche der
Chromatinstruktur des Menschen entspricht. Sie zeichnet sich durch Verteilung des inakti-
ven Heterochromatins in der nukledren Peripherie aus, wohingegen das aktive Euchromatin
im Inneren des Kerns zu finden ist (Solovei et al., 2016; van Steensel and Belmont, 2017).
Dagegen ist die invertierte Chromatinstruktur der Stibchen von nachtaktiven Tieren durch
ein einziges Chromozentrum von Heterochromatin gekennzeichnet, mit einer Hille von Eu-
chromatin (Falk et al., 2018; Solovei et al., 2009).

Unterschiede in der Expression von DNA-Reparaturgenen zwischen der Wt und der L4672
Maus konnten jedoch lediglich bei dem Gen 53bp7 gefunden werden (Abbildung 35). Wih-
rend die Expression von 53/p7 in der Netzhaut von Wt Méusen Gber die Dauer der Kultur

abnahm, blieb sie bei den L/72 Miusen auf einem stabilen Level von etwa zwei. Da der
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einzige Unterschied der beiden Miuse in der Expression des Lamin B Rezeptors liegt, ist
davon auszugehen, dass dies die Ursache fiir die unterschiedliche Expression darstellt. Um
dies jedoch endgiiltig beweisen und gleichzeitig die Auswirkungen auf die DNA-Reparatur
in den verschiedenen Netzhiduten bewerten zu kénnen, sind weitere Untersuchungen notig.
53BP1 hat neben der Férderung von NHE] durch Einschrinkung der Endresektion von
DNA-DSB weitere Funktionen. Dazu zihlt die Interaktion mit p53 und der Ubiquitin-spe-
zifischen Protease USP28, welche die p53-vermittelten Transkription reguliert, was jedoch
unabhingig von der Rolle in der DNA-DSB-Reparatur ist (Cuella-Martin et al., 2016). Zu-
dem ist zu beachten, dass lediglich ein geringer Anteil der Stibchen Photorezeptoren der
Lbr2 Maus die konventionelle Chromatinstruktur besitzt, was moglicherweise die Unter-

schiede in der Expression minimiert.

2.4  DNA-Reparatur in verschiedenen murinen Organen

Mitose findet in den Geweben von adulten Tieren und Menschen lediglich in manchen Oz-
ganen statt. Nach abgeschlossener Entwicklung benétigen nicht alle Organe eine dauerhafte
Zellteilung. So findet beispielsweise keine Zellteilung in Nervenzellen, die retinaspezifischen
mit eingeschlossen, statt, ebenso wie in Muskelzellen und damit auch im Herzen. In Leber
und Niere findet dagegen Mitose, falls nétig, statt. Sie verbleiben metabolisch aktiv und ge-
hen nach Erhalt von molekularen Signalen in die G1 Phase iiber. Die Lunge besitzt mit ihren
Lungenepithelzellen Kompartimente, die sich dauerhaft teilen. Auch im Hoden findet dau-
ernd Mitose wihrend der Spermatogenese statt (Cooper, 2000).

Tabelle 14: Zusammenfassung der Expression von NHE] und HDR spezifischen Genen in muri-

nen Geweben von Wt —Tieren, normalisiert auf Expression in der Retina. T: AACt=5.
i AACt<-5. =: -5<AACt>5. Fett: Statistisch signifikantes Ergebnis.

NHE] HDR
Gewebe | 530p1 Ku80 DNA-PKes CHP Rad50 Breal
Hoden T 1 t t 1 T
Lunge T 1 T T 1 -
Niere - - - - - {
Gehirn - - - - - {
Leber - - { - - 1
Herz - - { - - {
Muskel 1 - l - - {

Fiir einen besseren Uberblick iiber die Ergebnisse in den einzelnen murinen Geweben,
wurden sie in Tabelle 14 zusammengefasst und dadurch jedoch stark vereinfacht. Auffillig
sind die Ergebnisse der Expressionen der DNA-Reparaturgene in Hoden und Lunge. Sie
sind fast ausschlieBlich deutlich stirker exprimiert, als in der Retina. Eine mégliche Erklirung

dafiir wire ihr Zellzyklusstatus. Beide Organe besitzen Zellen, die mitotisch aktiv sind. Damit
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unterscheiden sie sich von allen anderen Organen, deren Zellen sich in den meisten Fillen
in der GO-Phase befinden. Es wurde damit also gezeigt, dass mitotisch aktive Zellen héhere
Expressionsraten von DNA-Reparaturgenen aufweisen. Diese Erkenntnisse passen damit zu
anderen Studien, die zeigten, dass sich die DNA-Reparaturmechanismen in mitotischen Zel-
len in einem semi-aktivierten Zustand befinden, selbst wenn akut kein DNA-Schaden vot-
liegt (Shang et al., 2014).
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3. Zelltypspezifische Analyse der Expression

Z u Beginn dieser Arbeit wurden ausschlieBlich Analysen der gesamten Retina durchge-
tihrt. Die Tatsache, dass Unterschiede der Proteinverteilung zwischen den verschie-
denen retinalen Schichten gefunden wurden, machte die Untersuchung der einzelnen Zellty-
pen und —Schichten der Retina unabdingbar. So begann die Suche nach einer validen Me-
thode, um Genexpressionsstudien der ONL und damit der Kerne der Photorezeptoren zu
ermoglichen, die die spiteren Zielzellen einer moglichen Genome Editing Therapie darstel-
len. Vorangegangene Versuche durch FACS Sort die Photorezeptoren von den anderen re-
tinalen Zellen zu trennen, sind gescheitert. Deshalb kam es zur Nutzung der Lasermikro-
dissektion, die sich besonders gut fiir die Anwendung an heterogenen Geweben eignet. Ein
weiterer Vorteil dieser Methode ist die Moglichkeit, eine kleine Anzahl an Zellen, einzelne
Zellen oder sogar Zellorganelle zu isolieren (Chen et al., 2009; Satori et al., 2012). Aullerdem
ermoglicht diese Technologie die Isolation von lebenden Zellen. Zudem ist sie weniger zeit-
aufwendig als andere Mikrodissektions-Methoden. Gleichzeitig hat die Technik auch ein paar
Nachteile. Zunichst ist es eine sehr teure Methode, da allein das Gerit und dazu die Ver-
brauchsmaterialen viel teurer sind, als gewohnliche. Es werden beispielsweise spezielle Ob-
jekttriger mit PEN-Membran bend6tigt. Weiterhin besteht das Risiko, dass die gewonnenen
Proben nicht iiber ausreichende Qualitit fir weiterfithrende Analysen, wie der qPCR, verfi-
gen. Daher sollte der Anwender ausreichend Zeit fiir Training der Methode und Trouble-
shooting einplanen, um gute Qualitit der Proben sicherzustellen (Chung and Shen, 2015).

Wie die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, ist es eine zeitaufwendige aber gute Methode, um
Genexpression in einzelnen retinalen Schichten messen zu kénnen. Es konnten valide Mar-
ker fiir die ONL und innere Retina gefunden werden (Abbildung 36), wie schon zuvor von
Hackler und Kollegen, die diese Methode dazu nutzen, um die Verteilung von MicroRNAs
in den einzelnen retinalen Schichten zu untersuchen (Hackler et al., 2012, 2010). Auch Chung
und Kollegen haben die Methode der LMD erfolgreich an der Retina angewandt. Sie isolier-
ten spezielle retinale Zellen, um sie anschlieBend auf Genexpressionsebene beziiglich des
mTOR Signalwegs zu untersuchen (Chung et al., 2013).

Weiterhin war in dieser Arbeit auch eine Analyse der Genexpression von DNA-Repara-
turgenen in der organotypischen Retinakultur von Wt, Rpgrund b2 Miusen bis zu Tag acht
moglich. Dies ist ein wichtiger Schritt bei der Untersuchung der Retina auf Genebene. Ver-
gleicht man die Ergebnisse der Expressionsstudien der einzelnen retinalen Schichten mit
dem Ergebnis der gesamten Retina, hier am Beispiel der Rpgr Maus, so fillt auf, dass es deut-
liche Unterschiede gibt. Wihrend die Expression der DNA-Reparaturgene in der gesamten
Retina meist auf einem stabilen Level blieb, kam es bei den Untersuchungen in der ONL zu
einem starken Anstieg in der Expression dieser Gene (Abbildung 44). Dabei ist jedoch zu

beachten, dass die Ergebnisse auf zwei unterschiedlichen House Keeping Genen basieren

89



Diskussion: Kapitel 3 Zelltypspezifische Analyse der Expression

und daher ein direkter Vergleich nur eingeschrinkt moglich ist. Die Normalisierung der Er-
gebnisse durch ein Referenzgen ist von grofler Bedeutung, um inter- und intrakinetische
qPCR Variationen ausschlieen zu konnen (Pfaffl and Hageleit, 2001).

Diese Ergebnisse zeigen, wie bedeutsam und aufschlussreich die Untersuchung einzelner
retinaler Zelltypen und —Schichten ist. Deshalb sollten sich die zuktnftigen Analysen von
der gesamten Retina weg hin zu spezifischeren Analysen entwickeln, auch im Hinblick auf

geplante Genome Editing Strategien in der Retina.
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4. Ku80 in der murinen Retina

D as Protein Ku80, auch Xrcc5, ist bei Maus und Mensch homolog zueinander und ein
Schlisselprotein des NHE] Reparaturwegs. Aufgrund der besonderen Lokalisation
innerhalb der murinen Retina, gefunden durch immunhistochemische Farbungen durch Kol-
legen in der Arbeitsgruppe, sowie der Beobachtung eines deutlichen Anstiegs der Expression
in der ONL, wurden weitere Analysen angeschlossen.

Wie bereits Frohns und Kollegen beschrieben haben, konnte fiir Retinae von adulten Mau-
sen im Western Blot unter Verwendung eines Ku80 Antikérpers ein ausgeprigtes Signal ge-
zeigt werden, was fiir die Anwesenheit des Proteins in der Retina spricht (Frohns et al., 2014).
Dieses Ergebnis konnte in der vorliegenden Arbeit bestitigt werden, wenn auch das Signal
deutlich schwicher ausgefallen ist (Abbildung 45).

Wie aus den dargestellten Ergebnissen deutlich wird, sind weitere Western Blots notig, um
eine eindeutige Aussage Uiber das Vorhandensein und die Menge des Ku80 Proteins in den
verschiedenen murinen Organen und Geweben treffen zu koénnen. Da das Protokoll des
Western Blots so viele Schritte umfasst, sind einige Méglichkeiten zur Optimierung vorhan-
den. Dazu zihlt beispielsweise eine andere oder verbesserte Methode zur Lyse der Gewebe.
Man konnte zusitzlich zur hier verwendeten Lyse Ultraschall einsetzen, um eine héhere
Menge des Proteins isolieren zu konnen. Eine weitere Méglichkeit wire einen anderen An-
tikorper zu testen, um unspezifische Bindungen ausschlielen zu kénnen. Wie vom Hersteller
angegeben wurde, bindet der hier verwendete Antikérper am C-Terminus des Proteins.

In einer Arbeit von Tadi und Kollegen, in der Untersuchungen an Rattengeweben stattge-
funden haben, wurden ebenfalls Banden unterschiedlicher Proteingrof3e im Western Blot mit
Ku80 Antikorper detektiert (Tadi et al., 2016). An dieser Stelle wurde nicht weiter auf die
Ursache dieser unterschiedlich gro3en Proteine eingegangen. Eine weitere mégliche Ursache
fir die unterschiedliche Gré3e des Proteins konnten post-translationale Modifikationen sein.
So ist beispielsweise bei dem humanen KUS80 Protein bekannt, dass durch PARP3 eine ADP-
Ribosylierung stattfindet (Beck et al., 2014). Zudem koénnten SUMOylierungen eine Rolle
spielen (Gocke et al., 2005). AuBBerdem finden Phosphorylierungen durch PRKDC an Serin-
resten statt, was fir die Erhéhung der Helikase-Aktivitit sorgen kénnte ( Chan et al., 1999).
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5. Ausblick

D ie erfolgreiche Charakterisierung der organotypischen Retinakultur inklusive dem
Wissen tiber die DNA-Reparaturgene, stellt einen wichtigen ersten Schritt bei der
Aufklirung des Potentials zur Reparatur von DNA-DSB in der Retina dar. Die Moglichkei-
ten des Genome Editings erscheinen vielversprechend. Um die Reparaturmechanismen aus-
nutzen zu koénnen, ist weiteres Wissen iiber den Status dieser Mechanismen notig. Weiterhin
konnten die Reparaturmechanismen beispielsweise durch Zugabe von Inhibitoren beein-
flusst werden. So wurde bereits gezeigt, dass eine Inhibition von NHE] zum direkten Anstieg
der HDR Rate fithrte (Robert et al., 2015; Srivastava et al., 2012).

In der weiterfithrenden Charakterisierung der organotypischen Retinakultur sollte ver-
sucht werden, die Ergebnisse auf Genexpressionsebene durch Daten auf Proteinebene zu
bestitigen oder zu konkretisieren. Dazu bieten sich Untersuchungen mittels Western Blot,
Immunhitsochemische Farbungen und Aktivititsassays an.

Eine Optimierung der Kulturbedingungen fiir die Netzhaut konnte moglicherweise den
Zeitraum zur Nutzung, der sich aktuell auf acht Tage beschrinkt, vergro3ern oder beispiels-
weise den Verlust des RNA-Gehalts reduzieren. Dazu wire die Zugabe von Vitaminen oder
Hormonen, wie z.B. Insulin oder Progesteron, zum Kulturmedium méglich (Donovan and
Dyer, 2006; Gustmann and Dunker, 2010). AuBlerdem wire ein Wechsel von der Maus- zur
Schweineretina als Modellorganismus denkbar, da diese aufgrund ihrer Anatomie viel naher

an der Situation des Menschen ist (Wang et al., 2011).
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Zusammenfassung

Z u den retinalen neurodegenerativen Erkrankungen zdhlt u.a. Retinitis Pigmentosa, eine
Gruppe von erblichen retinalen Krankheiten, bei denen es durch das Absterben von
Photorezeptoren zu einer Netzhautdegeneration kommt. Genome Editing stellt an dieser
Stelle eine vielversprechende Therapiemdglichkeit dar. Durch den Einsatz hochspezifischer
Nukleasen, die einen gezielten DSB in die DNA einfiigen, kann mit Hilfe eines gesunden
exogenen DNA-Templates das mutierte Gen ausgetauscht werden. Um die Anwendung und
das Potenzial der Gentherapien zu tberpriifen, bevor es am gesamten Organismus, der
Maus, getestet wird, sollen organotypische Retinakulturen zum Einsatz kommen. Diese stel-
len ein Modellsystem dar, das physiologisch nah an der zz vivo Situation ist, da neuronale
Interaktionen der verschiedenen Zelltypen und —schichten erhalten bleiben. Im Rahmen die-
ser Arbeit sollte die Genexpression von DNA-Reparaturproteinen in der organotypischen
Retinakultur von adulten Wt-, Rpgr conditional knock-out (B6J.Sv129-Rpgt™"™" und Lbr2 knock-
in Mdusen untersucht werden. Ziel war es eine Grundlage zu schaffen, diese Methode als
Modellsystem fur das Studium gentherapeutischer Anwendungen zu etablieren und den Sta-
tus der DNA-Reparaturmechanismen aufzukliren. Dazu wurden Netzhiute von adulten
Wildtyp-, Rpgr-, und Lbr2-Mausen bis zu acht Tage in Kultur genommen die Genexpression
mittels qPCR untersucht. Es wurden ganze Netzhiute oder einzelne retinale Schichten, nach
Lasermikrodissektion, zur Analyse verwendet. Bei den Analysen standen die NHE]J-Gene
53bp1, Ku80 und DN.A-PKes sowie die HDR-Gene C#IP, Rad50 und Breal im Fokus. Die
Untersuchungen ergaben, dass die Kulturbedingungen durchaus einen groflen Einfluss auf
den allgemeinen Zustand der Retina haben, was sich durch starken Verlust des RNA-Gehalts
auswirkt. Es zeigte sich zudem eine starke Abnahme der Rhodopsin-Expression, was ver-
mutlich auf den Verlust zahlreicher Auflensegmente der Photorezeptoren und des RPE zu-
ruckzufihren ist. Die starke Zunahme der Expression von Glia-spezifischen Genen weist
auf eine Gliose in der Retinakultur hin. Die nahezu unverinderten Expressionsraten der
NHE] Reparaturgene in den Untersuchungen der gesamten Retina kénnte ein Indiz fir die
reduzierte Effizienz der Reparatur von DSB in den Photorezeptoren sein. Es gibt Hinweise
darauf, dass MME] einen moglichen alternativen Reparaturweg in der Retina darstellt. Der
Vergleich der drei Mauslinien untereinander zeigte keine signifikanten Unterschiede. Es
wurde jedoch gezeigt, dass eine Zellschicht-spezifische Analyse der Expression der Retina
n6tig ist, um eine detaillierte Grundlage fur geplante Genome Editing Therapien zu schaffen.
Durch die hier geleisteten Expressionsanalysen, zusammen mit den histologischen Untersu-
chungen durch Miller et al. (2017) ldsst sich postulieren, dass die organotypische Retinakul-
tur bis etwa zum achten Tag der Kultur fiir die gentherapeutische Anwendung genutzt wer-
den kann. Sie kénnte somit dazu beitragen, die gentherapeutischen Ansitze zu optimieren,
bevor sie 7z vivo im Tierversuch angewendet werden. Dies soll auch zu einer deutlich niedri-

geren Zahl an Versuchstieren beitragen.
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Abstract

R etinal neurodegenerative diseases include Retinitis Pigmentosa, a group of hereditary
retinal diseases, that result in retinal degeneration due to the death of photoreceptors.
Genome Editing represents a promising therapeutic option. By using highly specific nucle-
ases, which insert a targeted DSB into the DNA, the mutated gene can be exchanged with
the help of a healthy exogenous DNA template. Prior to testing gene therapies on the entire
organism of a mouse, retinal explants are being used to control the usage and potential. These
retinal explants represent an 7z vitro system, which is physiologically very similar to the iz vivo
situation since neuronal interactions of different cell types and layers remain intact. In this
work the expression of DNA repair genes in retinal explants of adult Wt, Rpgr conditional
knock-out (B6J.Sv129-Rpgr™*") and Lbr2 knock-in (B6-Tg(pNRL-Lbr2)1) mice was stud-
ied. The aim was to establish this method as a model system for the study of gene therapeutic
application as well as the analysis of the DNA repair status. For this purpose, retinas of adult
Wt, Rpgrand Lbr2 mice were kept in culture for up to eight days. Subsequently, gene expres-
sion was examined via qPCR experiments. Whole retina samples as well as single retinal layers
were analyzed. We focused on the expression of 53bp1, Ku§0 und DN.A-PKes NHE] Genes)
as well as C#ip, Rad50 und Breal (HDR genes). This study shows that the culture conditions
have a vast influence on the overall condition of the retina, which affects the RNA yield.
Additionally an immense decrease of rhodopsin expression was noted, which was probably
due to the loss of photoreceptor outer segments, as well as the loss of RPE. The strong
increase in the expression of the glia specific genes indicates a gliosis in the retina culture.
The nearly unchanged expression of NHE] repair genes, could be a sign for reduced effi-
ciency of DSB repair in photoreceptors. There is evidence that MME] could be an alternative
repair mechanism in the retina. The comparison of the three mouse lines showed no signif-
icant differences in the expression of DNA repair genes. In contrast to this, the analysis of
the expression in single retinal layers showed that a layer specific analysis is indispensable for
future genome editing studies. The preliminarily achieved expression analyses combined with
the histological studies of Miiller et al. (2017) give evidence, that retinal explants can be used
for gene therapeutic application up to eight days after being cultured. Thus, retinal explants
can be applied to optimize gene therapeutic approaches, prior to application in animals

vivo. This could also lead to considerably lower numbers of experimental animals being used.
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Appendix: Teil 1

1. Abkiirzungen

% (v/v)
% (w/v)
°C

CC
cDNA
cGMP
CRISPR
Ct

CtIP
ddH,O
DISC
DMEM
DMSO
DNA
DNA-PKs
dNTP
DSB

E

ECL
E.coli
EDTA
ER

et al.
EtOH
FDA
FIB
FKS
fwd

ONORL

Volumentprozent pro Volumen
Gewichtsprozent pro Volumen
Grad Celsius

mikro- (109)

tumor protein p53 binding protein 1
Adenin

Ampere

Adeno-assoziierte Viren
Abbildung

Allograft inflammatory factor 1
altersbedingte Makuladegeneration
Ammoniumperoxodisulfat
Basenpaare

breast cancer 1

Bovines Serumalbumin
beziechungsweise

Cytosin

Calcium

connecting cilinm

complementary deoxyribonucleic acid
Cyclisches Guanosinmonophosphat
clustered regularly interspaced short palindromic repeats
Cycle threshold

CtBP-interacting protein

doppelt destilliertes Wasser

death inducing signaling complex
Dulbecco’s Modified Eagle Medinm
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
DNA-dependent protein kinase catalytic subunit
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Doppelstrangbruch (doublestrand break)
Glutaminsaure
Elektrochemolumineszenz
Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsdure
Endoplasmatisches Retikulum
und andere

Ethanol

Food and Drug Administration
Fibroblasten

Fetales Kilberserum

vorwirts (forward)

Gramm

Guanin

Glycin

Abkirzungen
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GAPDH
GCL
GFAP

h

H,O
HBSS
HDR
HEK
INL
IPL
iPSCs
iPS-PPC
1S

K

kb

kDa

L

LCA
LBR
LMD

MgCl,
min
MME]
mRNA

NCBI
Neg.
NHE]
nt

OD
OLM
ONL
OPL
ORF15
OS
PBS
PCR
PEN
PKCa
PVDF
qPCR

RIPA
RNA

Abkirzungen

Jyceraldelyyd-3-Phosphat-Debydrogenase
Ganglienzellschicht (ganglion cell layer)
Glial fibrillary acidic protein
Stunde
Wasser
Hank's balanced salt solution
homology directed repair
Human Embryonic Kidney
innere Kornerschicht (@nner plexiform layer)
innere plexiforme Schicht (znner plexiform layer)
Induzierte pluripotente Stammzellen (induced pluripotent stem cells)
Photorezeptor-ihnliche iPS
Inneres Segment (inner segmen?)
Lysin
Kilobasen
Kilodalton
Liter
Lebersche kongenitalen Amaurose
Lamin B Rezeptor
Lasermikrodissektion
milli- (10-3)
Meter
molar (mol/L)
Magnesiumchlorid
Minuten
Microhomology-mediated end joining
Boten-RNA (messenger RINA)
nano- (10°)
Zellkern
National Center for Biotechnology Information
Negativkontrolle
non-homologous end joining
Nukleotid
optische Dichte
dulere Grenzmembran (outer limiting membrane)
dullere Kornerschicht (outer nuclear layer)
duBere plexiforme Schicht (outer plexiform layer)
open reading frame 15
aulleres Segment (outer segment)
Phosphatgepufferte Salzlésung
Polymerase Kettenreaktion (Polymerasechainreaction)
Polyethylennaphthalat
Proteinkinase C aplha
Polyvinylidenfluorid
quantitative PCR
Arginin
Radioimmunoprecipitation assay
Ribonukleinsiure
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rev

RP
RPE
RPGR
RT

s

SEM
SDS
siRNA
SLB

T
TALE
TBE
TBS
TEMED
Trp53bpl
v
XLRP
z.B.
BME
yH2ax

rickwirts (reverse)

Retinitis pigmentosa

retinales Pigmentepithel

Retinitis pigmentosa G1Pase regulator
Reverse Transkription

Sekunde

standard error of the mean
Natriumlaurylsulfat (Sodium Dodecyl Sulfate)
small interfering RNA

SDS Lysis Buffer

Thymin

transcriptional activator-like effectors
TRIS-Borat-EDTA

Tris-buffered saline
Tetramethylethylendiamin
transformation related protein 53 binding protein
Volt

X-linked retinitis pigmentosa

zum Beispiel

Mercaptoethanol
phosphoryliertes H2ax

Abkirzungen
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