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1. Einleitung

1.1 Definition und Epidemiologie der Herzinsuffizienz

Der klinische Phanotyp der HerzinsuffizienHe@rt Failure HF) ist durch die
Unfahigkeit des Herzens, das fur die peripheren a@eg des Korpers bendtigte
Blutvolumen bedarfsgerecht zu befordern, gekenhpeic Hervorgerufen wird dies
durch eine verminderte kardiale Pumpleistung (Homteal., 2005; Remme and
Swedberg, 2001). Die manifestierte Herzinsuffiziestellt ein komplexes Kklinisches
Syndrom dar, welches mit typischen Symptomen, weeed der Belastungsdyspnoe,
Asthma cardialeoder Flussigkeitsretention bis hin zum kardiogeSehock einhergehen
kann (Hunt et al., 2005).

Die Europaische Gesellschaft fur Kardiologie (ESfifferenziert in ihrem aktuellen
Leitfaden zwischen einer akuten und einer chromisdform der Herzinsuffizienz. Dabei
beschreibt die akute Form neben déennovoAuftreten auch die akute Dekompensation
der chronischen Herzinsuffizienz, welche durch lemggauung einschliel3lich
Lungenddeme charakterisiert ist (Swedberg et &Q52 Hingegen definiert sich die
chronische Herzinsuffizienz (CHF) in der Unfahigkaés Herzens, das vom Organismus
bendtigte Blutvolumen bei normalem enddiastolisch&m®ntrikeldruck zu fordern
(Bauriedel et al., 2005). Ahnlich formulierte eschudie Weltgesundheitsorganisation
(WHO), die die Herzinsuffizienz als die vermindeki&perliche Belastbarkeit aufgrund
einer ventrikularen Funktionsstérung beschreibt NMoray, 1996). Trotz Definition ist
die CHF weniger als eigenstandige Krankheit zu teben sondern vielmehr als ein
klinisches Symptom unterschiedlicher Atiologien.

Die Herzinsuffizienz stellte mit einem Anteil vonehr als 47.000 Todesféllen (5,7 %)
aller Sterbefélle in Deutschland im Jahre 2006 diigth&dufigste Todesursache dar.
Zusammen mit Herzerkrankungen anderer Genese dmldelie kardiovaskularen
Erkrankungen somit die Haupttodesursache in Delatsdh(Abb. 1.1). Betrachtet man
die Herzinsuffizienz nur bei Frauen fur den glercl#eitraum, so erreichen diese sogar
eine Anteil von 7,4 % der Sterbefédlle und sind damveimal haufiger gefahrdet als
Manner, den Folgen der Herzinsuffizienz zu erliegétatistisches Bundesamt,
Todesursachen, 2006). Die Mortalitat funf Jahrenrmaiagnosestellung liegt bei 50 % (de
la Fuenteet al, 2007). Diese hohe Pravalenz und die groR3e Zahl M® Millionen
weltweit an Herzinsuffizienz erkrankten Patiente&riksson, 1995) macht die
Problematik der heutigen Gesundheitsmedizin ddutliond unterstreicht die
Notwendigkeit nach erfolgreichen Therapiemdglickdwi



Einleitung 2

Frauen

Gesamt Todeszahl: 435.¢

—

Herz-Kreislauf
Erkrankungen

Krebs

Atemwegs
Erkrankungen
Erkrankungen
des

AuRere
Ursache
Andere
Erkrankungen

Manner Gesamt Todeszahl: 385.940

Herz-Kreislauf
Erkrankungen

.20¢

Krebs

Atemwegs
Erkrankungen
Erkrankungen de
Verdauungstrakt
AuRere
Ursachen
Andere
Erkrankungen

Abbildung 1.1: Todesfalle Manner und Frauen bezogen auf die Gpsgmlation 2006 in Deutschland.
(erstellt nach Daten des statistischen Bundesdrmtgsursachen, 2006)

Die Hauptursachen der Herzinsuffizienz sind im wésshen die koronare
Herzerkrankung, Kardiomyopathien, die arteriellepEigonie, Diabetes mellitus sowie
die kardiale Hypertrophie (Kannel, 2000).

Gegenwartig beschranken sich die Therapien auf symipezogene Behandlungen, bei
der eine medikamentdse Vor- und Nachlastsenkungeseive Steigerung der Inotropie
angestrebt werden. So konnte die Mortalitat undvibebiditat durch den Einsatz von-
Blockern, ACE - Hemmern und Angiotensin - Antagters zwar nachweislich gesenkt
(Ramasubbu et al., 2007; Cleland et al., 2002; &aekal., 2002), aber die Progredienz
der Herzinsuffizienz bisher nicht verhindert werd®zau, 1992; Anversa et al., 1986).
Lediglich die Herztransplantation kann durch dersaEr eines intakten Organs die
Ursache der Pathologie umgehend beseitigen. Afigedist diese Form der Therapie

durch die geringe Anzahl an Spenderherzen starkidiy was die weitere Suche nach
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erfolgreichen Therapiemoglichkeiten bei der Behandl der Herzinsuffizienz

unabdingbar macht.

1.2 Die kardiale Calcium - Homdostase

Die durch Herzinsuffizienz hervorgerufenen Verdmdgen fuhren unter anderem zu
phanotypischen Modifationen in den hypertrophiertBtyozyten, die neben dem
kontraktilen Apparat, das Zytoskelett, auch dien8igansduktion und die Calcium (Ca)
Homoostase betreffen (Kaye et al., 2008; Beuckemsdral., 1992; Morgan, 1991).

So konnte herausgefunden werden, dass eine UrEactie Ausbildung einer dilatativen
Kardiomyopathie und Herzinsuffizienz durch eine dwente Mutation (Arg» Cys) im
Phospholamban (PLN), einem Regulatorprotein SskoendoplasmatischeRetikulum
Ca* - ATPase (SERCAZ2a) verursacht wird (Schmitt et al.0330 Die dadurch
verminderte Riickbindung von zytosolischen?Cia das sarkoplasmatische Retikulum
(SR) durch die SERCA2a offenbart eine mdgliche ket bei der Ca - Homdostase in
pathologisch herzinsuffizienten Kardiomyozyten (Kubt al., 2001; Hasenfuss et al.,
1994; Arai et al., 1994).

Ein Herzzyklus wird im wesentlichen durch die slisthe Kontraktion und der
diastolischen Relaxation bestimmt. Die bedeutendelleR der intrazellularen
Calciumkonzentration bei der Herzmuskelkontrakinatte Ringer bereits 1882 entdeckt
(Ringer, 1882). Der durch Calcium-Kationen vernligeProzess von Erregung und
darauffolgender mechanischer Arbeit wird als el@kiechanische Kopplung beschrieben.
Durch elektrische Erregung kommt es zur Depolaasatler Zellmembran, was einen
Cd* - Einstrom uber die transversalen L - Typ (lonsfitag) - C&" -Kanéle des SR
(Abb. 1.2) in das Zytosol zur Folge hat (Beuckelmann and rWie988). Diese
spannungsabhangigen Ca Kanale erlauben aber nur einen 2CaFunken“ (Cheng et
al., 1993), der alleine aber nicht ausreicht, ume ehktivierung der Myofilamente zu
induzieren. Die L - Typ Kandle sind aber in unniifgger N&he von sackartigen
Kammern des sarkoplasmatischen Retikulums, dennsogéen terminalen Cisternen
lokalisiert, was eine Diffusion der €a- lonen zu den Ryanodin Rezeptoren zulésst.
Dadurch kommt es zu einem massiverf‘GaEinstrom vom SR in das Zytosol (Bers,
2002), wobei die intrazelluléare €a Konzentration von 0,1 auf 1 pM ansteigt. Die Eoh
dieses Calciumtransienten bestimmt das Ausmalfl iderasischlieRenden Kontraktion

durch Bindung der G&- lonen an Troponin C, der den Querbriickenzykiwisehen
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Myosinkopfen und den Aktinfilamenten ermoglicht (Beet al., 1996; Fabiato and
Fabiato, 1975).

Den Abschluss eines vollstandigen Kontraktionszggés bildet die Relaxation, welche
durch eine rasche Reduktion des’Caus dem Zytosol erfolgt (Gianni et al., 2005). An
diesem Prozess sind zwei Molekile involviert, zunee SERCA und zum anderen der
Na'/Ca" -Austauscher. Beide Molekiile werden durch ihressieiedenen Affinitaten zu
C&" charakterisiert, wobei SERCA eine sehr hohe Biggaffinitat aufweist (Gianni et
al., 2005; Shannon and Bers, 2004). SERCA pumpgegen dem intrazellularen
Gradienten das zytosolische Calcium unter ATP bxérch zurick in das SR, so dass fur
die nachste Kontraktion ausreichend freies CalcaumVerfiigung steht (Bassani et al.,
1994; Carafoli, 1987). Wahrend der Relaxationspheselen kleinere Mengen an freiem
intrazellularem Calcium tber den N@a* - Austauscher, die sarkolemmale Ca-ATPase
und weitere C4 - Kanale in den Extrazellularraum transportierted® sorgen fiir den
Erhalt des Konzentrationstransienten zwischen dniral Extrazellularraum (Sheu and
Fozzard, 1982).

Allem voran wird die elektromechanische Kopplundnlgfilich durch die Stimulation
kardialer -adrenerger Rezeptoren reguliert. Hierbei kommt zesachst zu einer
vermehrten Bildung von zyklischem AMP (cAMP), wetshaus der Synthese von ATP
durch das Enzym Adenylcyclase entsteht (lyenge@318utherland, 1970). Dies fuhrt zu
einer Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) und sbraur Phosphorylierung von
mehreren funktionellen Proteinen der Herzmuskedz&lie dem Dihydropyridin Rezeptor
(DHP), dem Ryanodin Rezeptor (RyR) und PhospholaniB&N). Dabei tragt die PKA-
katalysierte Phosphorylierung von €a regulierenden Proteinen wesentlich an der
Steuerung der elektromechanischen Kopplung beiy@2ol1993; Kirchberger et al.,
1974). In diesem Zusammenhang ist die Phosphouylgedes Modulatorproteins PLN
von besonderer Bedeutung, da durch die Phosphamytieder inhibitorische Einfluss auf
SERCA?2a aufgehoben wird und somit di¢Garlransportaktivitat steigt.

In Abbildung 1.2 sind die eben beschriebenen Prozesse der kardiafén Regulation

schematisch dargestellt.
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Abbildung 1.2: C&* - Regulation des kardialen sarkoplasmatischenkBRetins (SR). Agonisten des -
adrenergen RezeptorsAR) aktivieren die Proteinkinase A (PKA), welche flie Phosphorylierung der 3
Hauptsubstrate verantwortlich ist: den L - Type*‘GaKanal oder Dihydropyridin Rezeptor (DHP), den
Ryanodine Rezeptor (RyR) und Phospholamban (PLN)diése Substrate verstéarken das'GaHandling
und fuhren zu einer Kontraktion der Myofilamenteobgi die Phosphorylierung von PLN eine
Hauptkomponente darzustellen scheint. Ausfuhrli€mklarung siehe Text. NCX - Natrium - Calcium
Austauscher, T-tubule - transverser Tubulus, CaMKI[Calcium / Calmodulin - abhéngige Kinase I,
SERCA - sarco-endoplasmatische Retikulum ATPaseal{fid@rt nach Hoshijima; 2005).

1.3 Phospholamban als Regulatorprotein der C& - ATPase - SERCA

SERCA bildet die zentrale Determinante muskularentkaktilitat (Minamisawa et al.,
1999; Lompre et al.,, 1994; Bers and Bridge, 198%raf®li, 1987), wobei die
Relaxationsgeschwindigkeit durch die Aktivitat &#RCA bestimmt wird (Bluhm et al.,
2000).

Von dem SERCA Molekul sind bisher finf Isoformerentifiziert worden, wobei
SERCA2a die am haufigsten vorkommende Variante G - ATPase im Herzen
darstellt (Gianni et al., 2005). Das Ausmalf} deriAtiét von SERCA2a wird durch die
Inhibierung von dephosphoryliertem PLN reguliertstihals konnte in der Gruppe von
Katz Mitte der 70er Jahre gezeigt werden, dassPtiesphorylierung durch die cAMP
abhangige Protein Kinase Uberwiegend an einemedeirotein der SR-Membran erfolgt
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(Tada et al., 1975a; Tada et al., 1975b; Tada .et1874). Aufgrund der Rolle als
Hauptsubstrat der cAMP abhangigen Protein Kinaséem Vesikeln des kardialen SR,
bezeichnetdada et aldas Protein als Phospholamban, was soviel bed&dgetPhophat
Rezeptor* (Tada et al., 1983). Kurze Zeit spatedfenan heraus, dass die Aktivitat von
SERCA durch PLN reguliert wird, indem es im phosghierten Zustand die G4 -
Affinitdat von SERCA erhoht (Kim et al.,, 1990). Spatkonnte der Beweis erbracht
werden, dass SERCA nicht direkt durch phosphotgig&ePLN stimuliert wird, sondern
dass dephosphoryliertes PLN die SERCA - Aktivitétibiert und eine Phosphorylierung
diese Inhibierung wieder aufhebt (Simmerman an@&g01998).
PLN ist ein 25 kDa kleines Homopentamer des SR, d@ah eine regulatorische,
hydrophile Doméane und einer hydrophoben Transmemnéggon charakterisiert wird.
Die durch PLN abhéangige Inhibierung von SERCA2advdurch eine fein abgestimmte
Phosphorylierung der regulatorischen Doméane von Bebteuert. Diese erfolgt an drei
Aminosaureresten (S8 Sef® und Tht’) durch drei verschiedene Proteinkinasen
(Protein Kinase C, cAMP abhangige Protein Kinasd @#&' - Calmodulin Protein
Kinase). Die Phosphorylierung an jedem der drei Woséureresten fuhrt zu einem
Anstieg der SERCA2a - Aktivitat durch das AblésesnPLN von der SR - G& -
ATPase. Allerdings resultiert nur die Phosphoryiigr von Séf in einer maximalen
Zunahme der Aktivitat des &a Transporters (Gianni et al., 2005).

Die Phosphorylierung von PLN situund die einhergehende Zunahme def'Ca
Level im SR fuhrten zu der Annahme, dass diese arattwortlich sind fur eine
verstarkte myokardiale Relaxation (-dP/dt) wahreder adrenergen Stimulation des
Herzens (Mundina de et al., 1987; Lindemann et18183; Kranias and Solaro, 1982).
Bisher war die genaue Rolle von PLN bei der koriiexk Reaktion des Herzens durch
adrenerge Agonisten nicht eindeutig geklart, zunsaidere Kkardiale Schlissel-
Regulatorproteine ebenfall;n vivo phosphoryliert wurden. Diese Phosphoproteine
umfassen unter anderem Troponin | (Tnl) und dagd@eih in den Myofibrillen (Garvey
et al., 1988) sowie ein 15 kD groRRes sarkolemmé&lestein (Presti et al., 1985).
Allerdings ist Uber die physiologische Signifikader Phosphorylierung des C-Proteins
wenig bekannt. Hingegen fiihrt die Phosphorylieruag Tnl zu einer Abnahme der €a
Sensitivitat der myofibriliren M - ATPase und somit zu einer Beeinflussung der
Relaxation (Garvey et al., 1988ei der Phosphorylierung des 15 kD sarkolemmalen
Proteins geht man davon aus, dass es in die Reguldés transsarkolemmalena

Fluss involviert ist (Lindemann, 1986; Presti et 40985). Schlieldlich stellte man fest,
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dass die Phosporylierung und Dephosphorylierung RN gegeniber Tnl und dem
15 kD Protein wesentlich schneller erfolgte (Talesial., 1993; Garvey et al., 1988;
Lindemann and Watanabe, 1985), weshalb PLN wohbdgeutendste Rolle unter den
Phosphoproteinen bei der kardialen Relaxatlarch -adrenerge Stimulation einnimmt
(Luo et al., 1994). Um diese Vermutung und die Eragch der Bedeutung von PLN bei
der Regulation der myokardialen Kontraktilitat bweorten zu kénnen, reichten die
herkdbmmlichenin vitro Modelle nicht mehr aus, weshalb neue Untersuchuadslle
etabliert werden mussten. So gelang es der Grupp€ranias eine PLN - Knock-out
(KO) Maus zu generieren, welche fir das PLN - Geletcert ist (Luo et al., 1994). Die
Deletion fuhrt zu keinen phanotypischen VerandeemngAuch die Herzfrequenzen,
Herz- und Kérpergewicht und der Blutdruck gleichdamen homozygoter Wildtyptiere.
Signifikante Unterschiede gibt es jedoch bei derauentrikularen Druckfunktionen und
den Kontraktions- und Relaxationsparametern (TPP¥2R Diese Veranderungen der
kardialen Kontraktion sowie der Relaxation reflekéin sich in einem Anstieg der Ca
Affinitat der SERCAZ2a.

Eine Verstarkung dieser kardiologischen Verandezangdurch Isoproterenol
(Catecholamin) konnte bei PLN - KO - Tieren nichteeeht werden, dagegen fihrte die
-adrenerge Stimulation bei Wildtypmausen zu deniclgen kardiologischen

Auswirkungen, wie bei PLN defizienten Mausen ohrenGlation (Luo et al., 1994).
Diese Beobachtungen bestéatigen PLN als einen Repréeksventrikularer kontraktiler
Parameter, so dass Veranderungen in der Konzemtratin PLN Auswirkungen auf die
myokardiale Kontraktion erwarten lassen. Entschreddéierbei ist offensichtlich das
stchiometrische Verhéltnis von PLN zur SRFGaATPase, welches wiederum die?Ca
- Affinitdt der SERCA - Pumpe bestimmt und so eotemtielles Ziel zur Verbesserung
der diastolischen Funktion des insuffizienten Heszélarstellt (Koss et al., 1997). Da
bisherige Untersuchungen verschiedener Ratios WOWSERCA (1:1; 2:1 und 0.2:1)
wenig Aufschluss gegeben haben (Colyer and Warfl;11uis et al., 1987; Tada et al.,
1983), stellte sich die Frage, ob allé“CaPumpen der SR Membran unter der reversiblen
Regulation von PLN lagen oder ob es eventuell anichtregulierte C& - Pumpen gab
(Kadambi et al., 1996). Wiirde dies der Fall seink@nnte eine Uberexpression von PLN
zu einer Inhibierung dieser Pumpen flhren, was inere Verringerung der
Kontraktionsfunktion in Abhangigkeit von der €a Kinetik resultiert.

Fur die Uberexpression von PLN wurde ein weitergsriiodell von der Arbeitsgruppe

um Kranias generiert. Dieses transgene Mausmogptireierte die doppelte Menge an
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PLN - Protein im Herzen gegeniber einer Wildtypkolld. Die Auswirkungen eines
zweiten PLN - Molekiils waren dramatisch. So resttki die Uberexpression in einer
Inhibierung des C& - Transports, in einer Abnahme der systolischefi’ Caevel und
kontraktilen Parameter in ventrikularen Myozyterwio in einer Unterdriickung der
linksventrikularen Funktion. Somit konnte gezeigtrden, dass eine Fraktion der“Ca
Pumpen des kardialen SR nicht unter der Kontralle RLN steht (Kadambi et al., 1996).
Auf Grundlage der gewonnenen Erkenntnisse ausirdeivo PLN - Modellen und der
zunehmenden Bedeutung von PLN im Zusammenhang en#imsuffizienz legten immer
mehr Arbeitsgruppen ihren Fokus auf die funktiomeNufklarung von der Interaktion
zwischen PLN und SERCA. So decKteyofuku et ain einer Mutagenesestudie auf, dass
ganz bestimmte Aminosauren der cytoplasmatischemdbe von PLN fir die
inhibitorische Wirkung auf SERCA verantwortlich gifiToyofuku et al., 1994). Dartber
hinaus kbnnen bestimmte PLN - Mutationen zu schwetierzinsuffizienzen fuhren
(Haghighi et al., 2006; Haghighi et al., 2003; Sahet al., 2003).

Ahnlich dem PLN-KO Modell vorLuo et al(Luo et al., 1994) erzielteBizema et alind
He et almittels PLN antisens (as) RNA - Strategie ebesfaih PLN Silencing, was zu
einer erhohten SERCA - Aktivitat fihrte (Eizemaakf 2000; He et al., 1999).

Basierend auf diesen Untersuchungen und dem daimattenen besseren Verstandnis
Uber die Interaktion von SERCA und PLN, sowie deéBedeutung fur die Regulation der
kardialen C&" - Homoostase ergab sich damit die Mdglichkeiterinlirekten Einfluss

auf die kardiale Kontraktion zu nehmen.

1.4 RNA Interferenz

RNA Interferenz (RNAIi) beschreibt einen hoch kongmten Mechanismus fur
posttranskriptionelles Gen - Silencing in EukargmnisieheAbb. 1.4), bei denen die
Expression eines Zielgens durch eismall interfering RNA (siRNA) inhibiert wird
(Chomczynski and Sacchi, 2006; Fire et al., 19¥8bei handelt es sich um einen
zellularen Verteidigungsmechanismus, der durch @&iivasinfektion aktiviert werden
kann. Die bei der viralen Replikation gebildetaspplelstrangigen Intermediate werden
zunachst erkannt und anschlieRend abgebaut unchgenvdomit einen effektiven Schutz
vor RNA - Viren (Voinnet, 2001). RNAI wird aber aubei der Transkription repetitiver
Sequenzen wie z.B. Transposons induziert, da hierchd die Hybridisierung

Uberlappender Transkripte doppelstrangige RNA -dWile entstehen. Auf diese Weise
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wird das Springen der mobilen genetischen Elementerdriickt und so die Stabilitat des
Genoms gesichert (Tabara et al., 1999).

Das Phanomen der RNAI wurde erstmalig Ende der 3@lere fir den Nematodenwurm
Caenorhabditis eleganson Fire et albeschrieben. Dabei bewirkte die parallele Injektio
von sense und antisense RNAGn elegansein deutlich effizienteres Gen - Silencing
aufgrund der Doppelstrangbildung als die Applikatiergleichsweise grol3er Mengen an
Einzelstrang RNA-Molekulen (Fire et al., 1998). §#a inhibitorischen Effekt konnte
man auch noch in den Folgegenerationen beobacBsnhrook et al., 1989).

Fur diese fundamentale Entdeckung erhielten AndZewirire und Craig C. Mello im
Dezember 2006 den Nobelpreis fur Medizin. 2001emefibashir et alherausgefunden,
dass mit 21 nt langen doppelstrangigen siRNA-MdiEkiGensilencing auch in humanen
Zelllinien madglich ist (Elbashir et al., 2001a). & war der Weg frei, Genfunktionen in
menschlichen Zellen nédher zu untersuchen und diglitkikeit neue gentherapeutische

Verfahren zu entwickeln.

1.4.1 Prozessierung doppelstrangiger RNAs durch Dicer zaiRNAs

Der Prozess des posttranskriptionellen Gen - Siigsowird in eine Initiations- und eine
Effektorphase unterteilt (Bernstein et al., 2001Junachst entstehen in der
Initiationsphase aus einer doppelstrangigen (dsARNirch eine ATP - abhangige
Ribonukleasdll (Dicer) (Ketting et al., 2001; Bernstein et al002) kurze 21 bis 23 nt
lange dsRNA Molekile mit 5 - Phosphat und 2 nigiam 3’ - Uberhangen (Carmell and
Hannon, 2004). Diese Effektormolekile werden alwall interfering (si) RNAs
bezeichnet.

Dicer bildet einen Komplex aus zwei RNale Motiven (Mian, 1997; Rotondo and
Frendewey, 1996), einer DExH-RNA-Helikase/ ATPasemane [Asp (D- Glu (B - x-
His (H)], einer Domane mit unbekannter Funktion DUF28®ntdin of _unknown
function) und einer dsRNA Bindungsdoméane DSRM (&R binding notif) (Carmell
and Hannon, 2004; Aravind and Koonin, 2001). Dieiste@ Dicer-Ribonukleasen
besitzen aul3erdem ein PAZ-Motiv (Piwi, Argonautel utwille Protein) (Cerutti et al.,
2000), welches das Ende der langen dsRNA erkerthidiese ca. 20 bp davon entfernt,
katalytisch spaltet (Zhang et al., 2004; Zhand.e2802).
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1.4.2 Uberfuhrung der siRNA in den RISC-Komplex und Degralierung der Ziel
MRNA
Die komplexierte Einheit aus Dicer und siRNA wirdim durch dadransactivating
response RNA - bindinBrotein (TRBP) weiter zurRNA - induced silencing complex
(RISC) transferiert (Haase et al., 2005; Chendrenatl al., 2005). Neben TRBP in
Séaugetieren gibt es noch weitere speziesspezifidlsRNA Bindungsproteine, die mit
Dicer assoziieren kdénnen, wie z.B. RDE-4 @uslegansoder R2D2 au®.melanogaster
(sieheTab. 1.1). Wie weit sie bereits an der Prozessierung ziNaiRbeteiligt sind, ist
noch nicht eindeutig geklart, sicher ist bisher, miass sie fur die Uberfiihrung der siRNA
in den RISC-Komplex essentiell sind (Tomari and Aeen2005).

Tabelle 1.1:Proteine, die am Prozess der RNA Interferenz ligiteind

Spezies
. Drosophila  Caenorhabditis
Proteine Pflanzen melanogaster elegans Vertebraten
Ribonukleasen DCL1 Dcrl Dcrl Dicer
Typ I DCL2 Dcr2 Drosha Drosha
DCL3 Drosha
DCL4
Argonaut Agol Agol Algl Agol
Proteine Ago2 Ago2 Alg2 Ago2
Aubergine RDE1 Ago3
Piwi RDE4 Ago4
PPW1
PPW2
Helikasen SDE3 Armitage SMG2 Gemin3
Spindle-E MUT14
DRH1/DRH2
RDRP RDR1 RRF1
RDR2 RRF3
SGS2/SDE1 EGO1
dsRNA Hyll R2D2 RDE4 TRBP
Bindungsproteine DRB4 Pasha DGCRS8
Loquacious
Weitere Proteine HEN1 FXR RDE3 Exportin5
SGS3 VIG MUT7 TSN
HASTY Tudor-SN MUT8 Gemin4
SDE4/Pol IV VIG1
ERil
SID1
TSN1

(Ago: Argonaut;Dcr: Dicer; DCL: Dicer like protein,DGCRS8: DiGeorge Syndromecritical region gene 8;
DRB: dsRNA BindungsproteinFXR: Fragiles-X-mental Retardations-ProtelUT : Mutante; PPW:
PAZ/Piwi-Protein;RDR bzw. RDRP: RNA dependent RNA-Polymerass|D: systemic RNAI deficient;
TRBP: TAR RNA Bindungsprotein] SN: Tudor-Staphylococcus NukleaddG : ,vasa intronic gene")
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Im RISC - Komplex erfolgt die Inkorporation der #&IR aufgrund von thermo-
dynamischen Unterschieden in den beiden RNA Stringebei der RNA Strang mit der
schwacheren Bindungsenergie am 5’ - Ende, praiefeder antisense Strang, in den
RISC Komplex integriert wird (Schwarz et al., 2088artinez et al., 2002; Schwarz et al.,
2002). Dieser Fuhrungsstrangg@jde-strand) steuert den RISC-Komplex zur Ziel -
RNA. Der verbliebene passenger-strarid meist der sense Strang, wird aus dem
Komplex entfernt und abgebaut.

Anhand von in vitro Studien aus Drosophila Extrakten wird derzeit doider
Mechanismus fir den Zusammenschluss von RISC wRiNAsiund der anschlielRenden
Zerschneidung der Ziel - mRNA angenommen (sieble. 1.3):

Zunachst lagern sich Dcr2 (Dicer) und R2D2 (dsRNAdBngsprotein) zu einem
Heterodimer zusammen, welcher die siRNA bindet. R2Dindet dabei das
thermodynamisch stabilere Ende der siRNA und D@&® weniger stabilere Ende. Ein
Phosphatrest am 5-Ende der siRNA verstarkt zushtztlie Bindung von R2D2.
Zusammen bildet die siRNA und das Dcr2/R2D2 - Hmtener den RISC Loading
Komplex (RLC). Durch Protein-Protein Interaktiongdéat sich das Argonaut Protein
Ago2, die Kernkomponente von RISC, an den RLC (&ahét al., 2004). Anschliel3end
rekrutiert Ago2 die doppelstrangige siRNA und tredas Heterodimer wieder ab. Das
Argonaut Protein verfligt Uber zwei konservierte Boen, PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille)
und Piwi, wobei Piwi das 5’ - phosphorylierte Endkess ,guide strand” bindet und PAZ
das 3’ -Ende. Die Endonuklease-Aktivitdt von Ago@wirkt die Zerschneidung des
.passenger strand“. Der verbliebene ,guide strandd Ago2 bilden nun den reifen,
aktivierten RISC-Komplex (Aronin, 2006; Matrangaa&t 2005; Rand et al., 2005). Uber
eine exakte Sequenzerkennung zur antisense kommuié&ree mRNA erfolgt die Bindung
und die anschlieliende Hydrolyse der gebundenen m&kNéh die zum RISC Komplex
gehorende Slicer Nuklease 11 bis 12 nt downstream¥ - Ende (Chiu and Rana, 2002,
Livak and Schmittgen, 2001). Mit dem Abbau der ZmRNA ist die durch den

Zusammenbau des RISC - Komplexes eingeleitete teffghase abgeschlossen.



Einleitung 12

_!.H@D

RLC

Abbildung 1.3: Komplexbildung von siRNA und
RISC. Dies ist ein RNAi-Modell basierend auf den
aktuellstenin vitro Studien in Drosophila aber es ist
anzunehmen, dass die Vorgéange in Saugern &hnlich
ablaufen. Es werden nur die Hauptkomponenten
vom RISC Loading complex (RLC) und RISC
dargestellt. RLC besteht aus einem Dcr2/ R2D2 -
Heterodimer, welche die siRNA mit Dinukleotid 3'-
Uberhangen gebunden hat. Durch Protein-Protein
Interaktion lagert sich Ago2 an RLC und rekrutiert

cfeaveci 4 2 die doppelstrangige siRNA. Daraufhin Iésen sich
_pass:alengersran Dcr2 und R2D2 von Ago2 ab. Die Ago2 Endo-
LTy - ottty ADP nukleaseaktivitdt zerschneidet denpagssenger

strand’ (blau). Der verbleibende ,guide strand®
(rot) bildet mit Ago2 den reifen, aktiven RISC -
Komplex, welcher nun an die sequenzspezifische
Ziel mRNA binden kann (Aronin, 2006).

mature RISC

1.4.3 Micro RNA vermitteltes Gen - Silencing

Die Entdeckung voret-7 und lin-4 in C.elegansfihrte zu einer neuen Klasse von
kleinen, endogenen, nicht-kodierenden RNAs, derersagnten micro-RNAs (miRNAS)
(Lagos-Quintana et al., 2001; Lee and Ambros, 20Digse hoch konservierten RNAs
sind wesentlich an der Regulation der Genexpressieteiligt und steuern somit
malf3gebliche zellulare Funktionen im Korper eingdblich Proteinbiosynthese,

Zelldifferenzierung und Zelltod
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(http://www.ispub.com/ostia/index.php?xmiFilePathsjuals/ijgp/vol2n2/rmai.xml  Die Regulation
kann dabei auf verschiedenen posttranskriptionéegen erfolgen, entweder durch eine
spezifische Inhibierung der Translation, der Zengithung einer Ziel mRNA oder durch
DNA-Methylierung (Kusenda et al., 2006). Bisher ktan allein fir den Menschen Uber
330 miRNA Gene bestatigt werden. Laut der OnlineeBlbank miRBase (Griffiths-Jones
et al., 2006) werden derzeit Uber 4.000 miRNA Geahach Computermodelle
vorhergesagt. Man geht davon aus, dass mindesiemrigel aller menschlichen Gene
durch miRNAs reguliert werden und sie an der MatdBon zahlreicher
schwerwiegender Erkrankungen, wie Krebs, metadwiscErkrankungen oder
Infektionskrankheiten involviert sind (He and Hann@004).

Die molekularen Anforderungen und der Mechanismus,miRNAs die Genexpression
regulieren, konnte kurzlich aufgeklart werden, jgudst die individuelle Funktion bisher
noch vollig unbekannt (Bartel, 2004). Interessamégse beruhen die Biogenese und der
Wirkmechanismus von miRNAs auf Komponenten der RNA#aschinerie, wobei es
jedoch wesentliche Unterschiede im Vergleich zUNgiR gibt (sieheAbb. 1.4). So sind
mMiRNAs in der Evolution generell konserviert undr dgenlocus, der fur die miRNA
kodiert, ist unabhangig vom Zielgen (Bartel, 200@&r miRNA - Pathway beginnt im
Zellkern mit der Bildung eines polycistronischennt&ir-Transkripts (pri-miRNA) durch
die RNA-Polymerase Il, welches aul3erdem Uber eape-cStruktur und einem Poly-A-
Schwanz verfligt (Cai et al., 2004). Nach der Trapskn spaltet ein kleiner nukleérer
Enzymkomplex, ,Microprocessor® genannt, bestehemd ainem RNase Il Enzym
(Drosha) und einem dsRNA Bindeprotein (DGCRS8), Baméar-Transkript in ein ca. 65
nt langes pre-miRNA Intermediat mit einer Haarnattekur mit 5° PQ und einem 2 nt
langen 3’ - Uberhang (Gregory et al., 2004). Ans@end wird die pre-miRNA aktiv
Uber Ran-GTP und Exportin 5 aus dem Zellkern in@g@®plasma transportiert (Lund et
al., 2004; Yi et al., 2003). Dort entfernt Diceederminale Haarnadelstruktur. Das dabei
entstandene ca. 20 bp lange, doppelstrangige RNKbmit 2 nt 3’ Uberhangen wird
von dem Ago2-RISC Komplex inkorporiert (HutvagnerdaZamore, 2002). Die reife-
MiRNA (,guide strand)) erkennt die Zielsequenz im 3'UTR Bereich der mR[6tark et
al., 2003), an dem sich der mi-RISC Komplex anlagerd fuhrt zur translationalen
Inhibierung. Eine weitere aber noch nicht vollsigneerstandene Mdoglichkeit des Gen -
Silencings erfolgt durch die Uberfilhrung der mRNAsammen mit dem mi-RISC
Komplex in Prozessierungs - Korper (P-bodies), wozar Degradierung der mRNA
kommt (de et al., 2007; Liu et al., 2005).



Einleitung 14

@ Pol 1 -:'_[;:i_-_ru.::-_{._;_: :
S . f = _§

Pri-rmiRMNA Pre-miRNA -

~— Muecl=us -
IO dsRNA | ] I M) Pre-miRNA
2 CLytoplasm
icer PR (Dicer®
Dicer processing
and RISC loading
Cici© Cice@
mEmmr  SIRMNA mr_ W -
[1:]
=2 “RISC# . SRISC o
E — RISC passenger-strand — o
= ] cleavage (siRMNA) or 1 | %
(&5 I | =
< }:g unwinding (mikRMNA) =, ;i =
é m L ITHATHEHT | :._:J
l RISC activation 1
s ST Rl
g RIST, Translaticnal ‘ ST
4 repression |
IR P RN A |1_‘r| mRNA
AR A A, Al
FmRNA [mrRNA ]
lcleavage degradat ion |

:_7_ P-body

Mature Reviews | Drug Discovery

Abbildung 1.4: RNAi Mechanismus von miRNA im Vergleich zu siRNA Baugerzellen. Ausfihrliche
Beschreibung siehel.4.2. und 1.4.4. Die Kaskade der miRNA Prozessierung beginnt mit de
Transkribierung endogen kodierter primarer miRNAafskripte (pri-miRNAs) durch eine RNA
Polymerase 1l (Pol Il). Diese pri-miRNA wird durddrosha zu einer Vorlaufer miRNA (pre-miRNA)
prozessiert und anschlieBend tber Exportin 5 in®lgsma transportiert. Dort wird die pre-miRNA an
den Dicer-Komplex gebunden und die Haarnadelstrudaitfernt. Die doppelstréngige pre-miRNA wird an
den Ago2-RISC Komplex tUbergeben. Dg@agssenger straridvird entwunden und abgebaut, wahrend der
»guide strand” an die 3'UTR der Ziel mRNA bindetduantweder zu einer Repression der Translatiort fiihr
oder zu einer Degradierung der mMRNA in P-bodiesZ@ssierungs-Korper) (de et al., 2007).

Nachdem herausgefunden wurde, dass miRNAs fir kermbogenehairpin RNAs
kodieren, wo dersenseund derantisenseStrang durch eine kurze Haarnadelstruktur
(Loop) miteinander verbunden sind, UbernaRaddison et adiesen Mechanismus. Er
konnte zeigen, dass sowohl exogen synthetisied@sfizierte als auch endogen
exprimierte shRNAs in humanen Zellen zu einem seggezifischen Gensilencing
fuhrten (Paddison et al., 2002). Die damit verbunetieneuen Erkenntnisse ermoglichten
die Weiterentwicklung der bisherigen siRNAs bzwaebten die Entwicklung neuartiger
kurzer RNA - Molekiile zur Steuerung des Gen - Silags.
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1.4.4 Design und Anwendung von siRNAs
Das durch siRNA hervorgerufene poststranskriptienebensilencing stellt in der
Pflanzen - und Tierwelt einen hoch konserviertemgdog dar. Jedoch zeigten sich bei
der Wechselwirkung von doppelstrangiger RNA mit bementarer mRNA gewisse
Schwierigkeiten bei der Anwendung in Sdaugerzellddei einer Lange der
doppelstrangigen RNA von mehr als 30 bp wurde émerferonantwort induziert, die
umgehend zu einem Translationsstop und einer dainfiergehenden Apoptoseinitiation
in der betroffenen Zelle fuhrte. Dies wurde herestgen durch die Phosphorylierung des
ProteinsEIF2 durch die dsRNA abh&ngige aktivierte Proteinkin&eR (Gil and
Esteban, 2000; Williams, 1997). Erst durch Arbeiter Gruppe um Tuschl wurde es
maoglich, durch den Einsatz von kirzeren, chemisgithetisierten siRNAs mit einer
Lange von 21 - 23 nt eine sequenz-spezifische iahibg eines Zielgens zu bewirken,
ohne dabei eine Immunantwort auszulésen (Elbashir,e2001a; Elbashir et al., 2001b).
Die von Tuschl synthetisch generierten siRNAs djerc in ihrer Struktur den
Produkten des Ribonukleafié EnzymsDICER mit einem Uberhang von 2 nt am 3’ -
Ende und einer Phosphatgruppe am 5 - Ende. Autgrdieser Daten und anderer
empirisch gewonnener Erkenntnisse wurden flr dasigDesolcher doppelstrangiger
siRNAs Empfehlungen etabliert, basierend auf dewksirellen Eigenschaften. Folglich
sollte die siRNA zwischen 21 und 23 nt lang seim & - Ende ein 2 nt Uberhang
aufweisen (Elbashir et al., 2001b) und Uber einemar®/ Cytosin - Gehalt von unter
50 % verfugen (Elbashir et al., 2002). Mittlerweieurden die sequenzspezifischen
Anforderungen fur eine effiziente sSiRNA auf viem#dturgegebenheiten konkretisiert.
Demnach sollen am 5’- Ende des Antisense (as) &ram Adenin / Uracil (A/U) bp
sowie am 5- Ende des sense (s) Strangs ein Guadgtosin (G/C) bp vorliegen.
Weiterhin sollte das letzte Drittel des 5- as faBigs Uber mindestens finf A/U bp
verfugen. Generell sollten mehr als 9 G/C bp ingeolermieden werden (Ui-Tei et al.,
2004). Homologien der siRNA Sequenz zu anderen Geals zur Ziel mRNA sollten
vermieden werden, um unspezifischen Nebeneffekberubeugen.
Zur Anwendung der RNAI durch Transfektion der siRiMAhumanen Zellen kam es
erstmals 2001 (Elbashir et al., 2001a). BereitsJainr spater gab es die ersternvivo
Untersuchungen bei der Maus. Hier wurde ein Luager(luc) exprimierendes Plasmid
zusammen mit einer synthetischen siRNA geggnin die Schwanzvene der Maus
injiziert. Nach 24 Stunden konnte in verschiede@gganen eine Suppression diec -

Expression von bis zu 90 % festgestellt werden. Dab den Startschuss fur die



Einleitung 16

Anwendung der RNA Interferenn vivo und in den darauffolgenden Jahren wurde an
Mausen und Ratten gezeigt, dass durch intraverndsesén et al., 2005; Morrissey et al.,
2005; Soutschek et al., 2004; Song et al., 2008)intnaperitoneale (Verma et al., 2003;
Sorensen et al., 2003) Applikation von siRNAs eystamatisches Gensilencing in

verschiedenen Organen mdglich ist.

1.5 Virale Gentherapie

Gentherapie wird nach der Deutschen Forschungsgent®ift definiert als das
Einbringen von Genen in Gewebe oder Zellen mit daeh durch die Expression und
Funktion dieser Gene therapeutischen oder prawmtiWNutzen zu erlangen
(www.dfg.de). Zunachst wurde die Gentherapie bemagenen Erkrankungen eingesetzt,
durch den Austausch eines defekten Gens oder dsstzEn eines fehlenden Gens
(Blaese, 1991). Die erste zugelassene klinischeh@emapiestudie im Jahre 1990 sollte
den Mangel des Enzyms Adenosindesaminase (ADA BxQilervorgerufen durch eine
autosomal - rezessive vererbte Immunschwache, wedbeben (Blaese et al., 1995b).
Mittlerweile beschrankt sich die Gentherapie nitlghr nur auf monogene Erkrankungen
(8,2 %) sondern der Grol3teil der heute durchgediih@entherapiestudien widmet sich
der Krebsbehandlung (66,5 %). Wbbildung 1.5 sind die aktuell durchgefiihrten
klinischen Gentherapiestudien fur die einzelnenr&rkungen dargestellt. Mit 9 %
nehmen die kardiovaskularen Erkrankungen die zw#itg Gruppe der derzeitigen
klinischen Studien ein und unterstreichen die Noilgkeit neuer, erfolgreicher
Therapieansatze (GeMzedicine, 2008).

Krebs 66,5 % (n = 896)
Kardiovaskular 9 % (n = 121)
Gendefekte 8,2 % (n = 110)
Infektionen 6,6 % (n = 89)
Neurologisch 1,3 % (n = 17)
Augen 0,9 % (n = 12)

andere 1,9 % (n = 26)
Genmarkierung 3,8 % (n = 50)
Gesunde Freiwillige 1,9 % (n = 26)

» 000

Abbildung 1.5: Ubersicht Uber derzeit durchgefiihrte klinische tBerapiestudien und deren
Anwendungsbereiche. (modifiziert nach: www.wileyuddgenmed/clinical; The Journal of Gene Medicine,
2008)
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Der Transfer des Gens in das Gewebe erfolgt mfeHibn Vektoren, daher ist die Wahl

geeigneter Vektoren fur die Wirksamkeit einer Gerdpie von entscheidender

Bedeutung. So richtet sich die Auswahl zum Beisgaiach, ob der Gentransfarvitro

in einer Zellkultur stattfindet odein vivo in einem Patienten, da diese Verfahren
unterschiedliche Anforderungen an die Sicherhedt die Gewebespezifitdt des Vektors
stellen. Daher ist die Entwicklung verbesserter tgedn flr die Gentherapie weiterhin

eine zentrale Aufgabe. So sollten Vektoren fir@entherapie im Wesentlichen folgende

Kriterien erfillen (www.dfg.de):
Sie missen bestimmte Zellen des Menschen effim@diifizieren konnen.

Sie mussen eine ausreichend starke und ausreidaegftistige Genexpression

gewahrleisterkdnnen.

Sie mussen ein moglichst geringes Risikoprofil imbtick auf den gewilnschten

Behandlungsansatz aufweisen.

1.5.1 Aufbau und Genomorganisation von Adenoviren

Adenoviren (Ad) gehoéren zu der Familie der Adenoeae, die sich in 4 Gattungen
untergliedert (Davison et al., 2003). Als Verursactrespiratorischer Erkrankungen beim
Menschen wurden sie erstmals im Jahre 1953 auiadem Gewebe isoliert (ROWE et
al., 1953). Das in dieser Arbeit verwendete humadenovirus (Ad) vom Serotyp 5
gehort zur Subgruppe C (Shenk T, 2001; Ginsber§91%s zahlt zu der Gattung der
Mastadenoviridae (Adenoviren von Saugetieren). den humanen Ad sind bis heute
Uber 51 verschiedene Serotypen beschrieben, die sprechend ihrer
Hamagglutinationseigenschaften in 6 Subgruppen iAF) eingeteilt werden (Russell,
2000; Chow et al., 1977).

Wie in Abbildung 1.6 zu sehen ist, handelt es sich bei Ad um hullenldssaedrische
Partikel mit einem Durchmesser von 70 - 100 nm (Be@w and Stewart, 1999). Sie
beinhalten neben der ca. 36 kb grol3en linearenpealsipangigen (ds) DNA 4
Strukturproteine (V, VII, u und das terminale Pmo}edie zusammen die Corestruktur
bilden (Stewart et al., 1991). Dieses ist von eireums 252 Kapsomeren bestehendem
Kapsid umgeben, welches aus Pento- und Hexon-Reotdiesteht. Die 12 Ecken des
Kapsids bilden die Pentonbasis (Pentamer von phi}j dem darin verankertem

Fiberprotein (Trimer von plV). Die 20 Seitenflacheerden aus je 12 Hexonen (Trimer
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von pll) gebildet, die mit ihren hervorstehendenhl&afen die Hauptepitope flr
neutralisierende Antikdrper (AK) darstellen (Shé@nkL996)

Kapsid Proteine

. Hexon

(=== Fiber
' Penton Base

Core Proteine

v

@

n Mu

it} Terminales Protein
Binde Proteine

z VIII

- [X
B
Vi

Abbildung 1.6: Schematischer Aufbau des humanen Adenovirus Tynbdifiziert nachRussel et aj
2000)

Das Adenovirus bindet Uber das Fiberprotein an @ersackie-Adenovirus-Rezeptor
(CAR) (Tomko et al., 1997; Bergelson et al., 199€é)ner Zielzelle und wird durch
Endozytose mit Hilfe von - Integrinen aufgenommen (Fabry et al., 2005; Nemeand
Stewart, 1999; Mathias et al., 1994). Durch Binddeg an die virale DNA gekoppelten
terminalen Proteins an die Kernmatrix der Zielzellolgt die unmittelbare Initiation der
Replikation (Angeletti and Engler, 1998). Die ad@rmle Replikation dauert 24 bis 36
Stunden und entspricht einer streng reguliertenk&@es von Ablaufen, die sich in die
frihe und die spate Phase unterteilt. In der fr(fPlease werden dearly genegE1 - E4)
bereits nach sechs bis neun Stunden exprimiertn@h&999). Dagegen erfolgt die
Transkription detate genegL1 - L5) durch wirtseigene RNA - Polymerasen enster
spaten Phase. Die verschiedenen Transkripte deeleegn Gene gehen durch alternatives
splicing hervor (Berk and Sharp, 1978; Berget and Sharp7)LEine Ubersicht tiber das
adenovirale Genom und seiner Splei3produkte idemibbildung 1.7 wiedergegeben.
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Abbildung 1.7: Schematische Darstellung des Adenovirusgenomsseimer Transkriptionseinheiten. Die
offenen Leserahmen sind durch Balken dargestellie MFarben kodieren fir die jeweilige
Expressionsgruppe. Die Pfeile kennzeichnen die skrotionsrichtung [modifiziert nach (Davison et,al
2003)].

1.5.2 Adenovirale Vektoren

Betrachtet man den Lebenszyklus von Adenovirerstslit man fest, dass diese nicht in
das Wirtsgenom integrieren sondern als episomatené&hte im Zellkern der Zielzelle
replizieren und nach kurzer Zeit durch die Immunamt des Korpers eliminiert werden
(Ameis, 2000). Hinzu kommt, dass rekombinante Adero hohere Transduktionsraten
als Retroviren erreichen und sie in hoheren Koma&ohen produziert werden kénnen
(Blaese et al., 1995a). Adenoviren eignen sich sdiri den Einsatz als genthera-
peutischen Vektor. Allerdings fuhren adenoviraléektionen zu einer unmittelbaren
Immunantwort durch zytotoxische T - und B - Zelladdrung (Eck et al., 1996; Yang et
al., 1994a), welche mit der Produktion neutralsneler Antikbrper einhergeht (Schulick
et al., 1997; Gilgenkrantz et al., 1995). Fur dibibierung dieser Immunantwort wurden
adenovirale Vektoren entsprechend modifiziert uneliteventwickelt (Russell, 2000;
Gorziglia et al., 1999; Quinones et al., 1996; Hnagelt et al., 1994). Die 1. Generation
von rekombinanten adenoviralen Vektoren verflgter idne Deletion der E1A - und der
E1B - Region oder auch der E3 - Region, welcheise Aufnahmekapazitat von 7 bis
8 kb fur gentherapeutische DNA ermdéglichten (Rus26800; Romano et al., 1999; Yang

et al., 1994a; Yang et al., 1994b). Bei Adenoviden2. Generation wurde zusétzlich eine
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Mutation in das E2A Gen eingefligt, was zu eineingg@ren Immunantwort und einer
langeren rekombinanten Genexpression fuhrte (Lesky., 1998; Engelhardt et al., 1994;
Yang et al., 1994b). In der weiteren Entwicklunghvadenoviralen Vektoren deletierte
man das komplette Virusgenom bis auf die ITRs uemklthnete diese 3. Generation von
rekombinanten adenoviralen Vektoren demzufolge,gigless” - Vektoren. Allerdings
sind sie nun auf sogenannte Helferviren und kompigéare Zelllinien angewiesen, die
die fehlenden viralen Gene in trans zur Verfuguibgllen (Hitt and Graham, 2000;
Steinwaerder et al., 1999; Morsy et al., 1998; Pedit al., 1997; Yeh et al., 1996). Diese
neue Generation von Adenoviren konnte die Expragsiwivo dramatisch erhéhen und
die Immunantwort der Wirtszelle auf ein Minimum wvederen (Morsy et al., 1998). So
bietet die Amplifikation hoher Virustiter von ¥0bis 13° pfu/ml einen enormen Vorteil
gegenuber anderen Gentransfervektoren, wie z.BoRedn. Dies spiegelt sich auch in
der derzeitigen klinischen Anwendung wieder. Gegatiyy werden weltweit rund ein
viertel aller klinischen Gentherapiestudien mitraoleralen Vektoren durchgefuhrt, dicht
gefolgt von Retroviren mit 22,3 %. Der nicht-virdbentransfer erfolgt zum grof3ten Teill
durch Plasmide oder nackter DNA mit 17,8 % und Hdurdpofection (7,4 %)
(www.wiley.co.uk/genmed/clinicazene Medicine, 2008).

In der Tabelle 1.2sind die wichtigsten Eigenschaften der verschiedeGenerationen
von adenoviralen Vektoren hinsichtlich ihrer Eigelmesften vergleichend zu anderen

viralen Vektoren (retroviralen - und AAV - Vektornedargestellt.
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Tabelle 1.2:Eigenschaften viraler VVektoren*

. - Adeno-assoziierte virale
Retrovirale Vektoren Adenovirale Vektoren
Vektoren
Gnko - | entivirtis 172, . guiless onkolytisich | monomerisch self
Retrovirus Generation complementary
Zielzelle proliferierende  ruhende und runende und  ruhende und  Tumorzellen | ruhende und ruhende und
Zellen proliferierende | proliferierende proliferierende proliferierende proliferierende
Zallen Zellen Zellen Zellen Zellen
Immunantwort sehr schwach  sehr schwach stark schwach stark schwach schwach
Genamintegration ja ja nein nein nein selten selten
Beginn der Trans schnell schnell schnell schnell schnell langsam schnell
genexpression
Replikation hein nein nein nein a nein nein
Stérke der Trans- hoch hoch sehr hoch sehr hoch sehr hoch hoch hoch
genexpression
Dauer der Trans- langzelt langzeit kurzflanger langzait kurz langzeit langzeit
genexpression
Maximale = 7kb = Tkb = 39kb bis zu 35 kb <4dkb =~ 4kb =2 kb
TransgengriBBe
Virustiter = 108 = 10% 101 - 1013 1012 - 1012 10" - 1013 1072 - 1013 101 -10°¢
(Vektorpartikel/ml)
Patentielles | Insertionelle Insertionelle zytotoxisch zytotoxisch zytotoxisch Zytotoxisch zylotoxisch
Risiko Mutagenese Mutagenese

*Fechner, Kurreck 2008, Vector mediated and viralivetry of short hairpin RNAs s. 267-295, ed. J.
Kurreck, in RSC Biomolecular Sciences “Therapeuiigonucleotides”, Royal Society of Chemistry,
Cambridge UK.

1.5.3 Modifikation der C&* - Homdostase im Herzen mit adenoviralen Vektoren

Fur den kardialen Gentransfer wurden initial sogabta Markergene wie GFP (green
fluorescent protein), -Galactosidase oderLacZ verwendet, da sie sich mit
verhaltnisméaRig geringem Aufwand nachweisen lagSaampion et al., 2003; Del et al.,
2002; French et al., 1994). Es stellte sich heraass der adenovirale Gentransfer
gegenuber direkter DNA-Injektion oder Transfektimethoden sowohh vitro als auch

in vivo deutlich effizienter ist und weitaus héhere Expiasslevel erreicht (Kass-Eisler
et al., 1993; Guzman et al., 1993).

In zahlreichen Tiermodellen mit Herzerkrankungens abhuch bei humaner
Herzinsuffizienz, assoziiert mit einer gestorterf'GaKinetik, wurde eine Abnahme der
SERCA2a - Aktivitat festgestellt (Hasenfuss et 8094; Arai et al., 1994; Gwathmey et
al., 1990; Gwathmey et al., 1987). Allerdings Itd@ verschiedene andere Studien
kontroverse Angaben Uber die Expression der zemglodulatoren der Ca-Homo6ostase
von SERCAZ2a und PLN im menschlichen insuffizientéerzen (Gianni et al., 2005;
Bluhm et al., 2000; Luo et al., 1994; Bers and geid1989; Carafoli, 1987). Dennoch

scheint das relative Verhaltnis von SERCA2a und Fddwohlin vitro als auch bei
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humaner Herzinsuffizienz ein bedeutendes Charagkitarm darzustellen (Meyer et al.,
1995; Kiss et al, 1995). Einen moglichen Ansatz zweiteren Klarung dieses
Sachverhalts zeigtelajjar et al indem er einen replikationsdefizienten Adenovirus
Uberexpression von SERCA2a in isolierten neonatalRattenkardiomyozyten
verwendete. Sie erzielten dadurch eine erhohte Q2REXxpression, was eine verstarkte
SR C&' - ATPase Aktivitat und eine Verkiirzung des intthdaren C&* - Transienten
zur Folge hatte (Hajjar et al., 1997a). In eineniteven Experiment transduzierten Hajjar
und Mitarbeiter neonatalen Rattenkardiomyozyten emin PLN exprimierenden
adenoviralen Vektor, um Aufschluss dariiber zu bekem ob der Grund fir das
veranderte C4 - Handling bei myopathischen Herzen durch eineabume der PLN
Konzentration im Verhaltnis zu SERCA2a verursachtrde (Hajjar et al., 1997b). Sie
fanden heraus, dass eine Uberexpression von PLIsar@inlich die Sensitivitat der SR
Ccd" - Pumpe zum Gareduziert, es jedoch zu keiner Veranderung derimmalen C4" -
ATPase Aktivitat kommt. Diese Ergebnisse stimmteit den Beobachtungen von
Odermatt et aund Kadambi et aliiberein.Odermatt et ahatte festgestellt, da&,.x der
SERCA2a durch Interaktion mit PLN und deren Phosglesung nicht verandert wurde
(Odermatt et al., 1996). Zu einem ahnlichen Resklienen Kadambi et al. Sie zeigten in
Mausen, dass die Uberexpression von PLN zwar dimifsft der SERCA2a senkt aber
die maximale Geschwindigkeit der SR?*CaZunahme unveréndert blieb. Die Folge der
verminderten CZ - Affinitat filhrte zu einer Veranderung der kontrégi Parameter bei
isolierten Kardiomyozyten und zu einer reduziertémksventrikularen systolischen
Funktionin vivo (Odermatt et al., 1996; Kadambi et al., 1996).

Einen anderen Weg wahlt&izema et abie nutzten das adenovirale Vektorsystems, um
neonatale Rattenkardiomyozyten zu transduzieren @icht um ein Transgen Uber zu
exprimieren sondern im Gegenteil, sie transfenedme spezifische antisense (as) RNA
gegen PLN, um dessen Translation zu inhibieren. ddieeh einen CMV Cytomegalie
Virus) - Promotor gesteuerte asPLN Expression, bewiditee ca. 70 % ige Down-
regulation der endogenen PLN mRNA nach 48 h undarsane Uber 75 % ige
Inhibierung des PLN Proteins nach 72 h. Das Genlen8ng aul3erte sich in einer
erhdhten CH - Affinitit der SERCA2a und einer deutlichen Vemking zur
Wiederherstellung des €a Transienten in intakten Zellen (Eizema et a0Q®. Diese
Beobachtungen gingen einher mit den Ergebnissen Menet al welcher einen
adenoviralen Vektor mit einer dominant - negativBeiN Mutante in Kaninchen

Kardiomyozyten transduzierte (He et al., 1999).
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Die Gruppe umMeyer et alnutzte ebenfalls die Vorziige adenoviraler Vektorgre
transduzierten Ratten Antikorper, die gegen depptgsmatischen Teil des PLN (PLN-
Ab) gerichtet waren. Diese rekombinanten einzealigett Antikdrper wurden aus der
schweren und leichten variablen IgY - Kette auseAffhergestellt. Diein vivo
exprimierten PLN-Ab fUhrten zu einer erhhten SERCKKtivitat, die die Kontraktilitat
sowohl unter physiologischen als auch pathologisddedingungen verbesserte (Meyer
et al., 2004).

1.5.4 Adeno Assoziierte Viren

Die Adeno-assoziierten Viren (AAV) gehéren zu danflie der Parvoviridae und bilden
die kleinsten und strukturell am einfachsten aufggén DNA - Viren (Muzyczka, 2001).
Urspringlich wurden AAVs als Kontamination in Ademraspréparationen entdeckt. Fur
die eigenstandige Replikation sind AAVs aber auflféteiren, wie Adeno- oder
Herpesviren angewiesen (Buller et al., 1981; ATGBI\Set al., 1965). Stehen diese nicht
zur Verfigung, kommt es zu einer latenten Infektioai der das virale Genom stabil in
das Chromosom 19 der Wirtszelle integriert wirdnf@kski et al., 1991; Kotin et al.,
1990; Cheung et al., 1980).

Das Genom des AAV besteht aus einer 4,7 kb grolBeelstrangigen DNA, welche von
einem hiullenlosen ikosaedrischen Kapsid von 22 naorclimesser umgeben wird
(Srivastava et al., 1983). Dieses setzt sich ansddel Strukturproteinen VP1, VP2 und
VP3 zusammen, welche vom Strukturgen (Cap) kodierden und durch alternatives
SpleiRen gebildet werden (Goncalves, 2005). Aulber#ediert das Genom flr vier
verschiedene regulatorische Proteine (Rep), wobeioa zwei 145 bp langenverted
terminal repeatqITRS) flankiert wird, die aufgrund von kompleméarén Basenpaaren
charakteristische T - férmige Haar-nadelstruktuearsbilden (Srivastava et al., 1983;
Lusby and Berns, 1982). In ihnen sind neben demiteden Schnittstellent€rminal
resolution sites an denen das Genom wahrend der DNA - Replikajescthnitten wird,
auch zweiRep binding element®kalisert, an die sequenzspezifisch die grol3ep Re
Proteine Rep 78 und Rep 68 binden kdnnen (Chietiml., 1994; McCarty et al., 1994,
Im and Muzyczka, 1990). Die Genomstruktur von AAY \Zelche dem aller anderen

bisher bekannten Serotypen sehr &hnlich ist, wivsbibildung 1.8 veranschaulicht.
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Abbildung 1.8: Genomorganisation von AAV. Dargestellt ist das @anvon AAV-2 und seiner
genetischen Elemente. Die Genomstrukturen der and®AV - Serotypen ist ahnlich. Abgebildet sind die
3 Promotoren (p5, 19 und 40), eine gemeinsamesaBehylierungssignal, die offenen Leserahmen fur die
Rep und Cap Proteine sowie die flankierenden ITRsunter sind die mdglichen Transkripte und deren
Proteinprodukte angegeben [modifiziert nach (Megtal., 2005)].

Die ITRs wirken alscis - Elemente bei der DNA - Replikation sowie bei &agulation
der Genexpression und sie sind fur die Verpackangrale Kapside erforderlich (Beaton
et al., 1989; McLaughlin et al., 1988; Senapathglet1984). Die kleineren Proteine Rep
52 und Rep 40 sind an der Bildung der plus- undusainpolarisierten Einzelstrange und
deren Verpackung beteiligt (King et al., 2001; Dalbig et al., 1999; Chejanovsky and
Carter, 1989). Das Prinzip der AAV - DNA Replikatiast in der Abbildung 1.9

wiedergegeben.
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Abbildung 1.9: Schematische Darstellung der AAV - DNA Replikatiddie AAV - DNA Replikation
beginnt mit der DNA Polymerisation am 3’ - PrimesrdTR, wodurch lineare Doppelstrangmolekiile mit
einem kovalent geschlossenem Ende hervorgehene Riesden gegentiber vom urspriinglichem 3’ - Ende
an derterminal resolution sitgtrs) vom Elternstrang (parental) getrennt. Dalseflameu entstandene 3’ -
Ende mit einer Hydroxylgruppe (OH) bildet das Stdustiir die DNA - Polymerase, welche anschlieBend
die ITR auffaltet und kopiert. Die neu gebildetealipdromischen Enden formen sich wieder zu
Haarnadelstrukturen und das doppelstrangige Molekiid in zwei einzelstrédngige Virusgenome
aufgetrennt, welche nun in die Kapside verpacktdemrrkdnnen. Wenn Fehler beim Abtrennen des
parentalen Stranges an der trs passieren (linke)Skommt es zur Bildung von linearen doppelstigeigy
Dimeren, die aber spater wieder zu Monomeren psizgsverden (Goncalves, 2005).

1.5.4.1Rekombinante AAV als Gentherapievektoren

Rekombinante AAV (rAAV) Vektoren sind in der Lagewohl sich teilende als auch
nicht-teilende Zellen zu transduzieren (Loiler &f da003; Fisher et al., 1997) und sie
ermdglichen eine Langzeitexpression im Herzen (Eespt al., 2005) ohne eine
Immunantwort der Wirtszelle auszulésen (Conrad.ef805; Bennett, 2003; Hernandez
et al., 1999). Somit bieten rAAV Vektoren eine gwWtternative gegeniber anderen
Vektorsystemen (vglTab. 1.2 zum gentherapeutischen Einsatz bei kardiovas&mlar

Fragestellungen.
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In der Regel sind bei rAAVs alle viralen Gene dele¢t wodurch 96 % des viralen
Genoms entfernt werden und der Platz somit furTdassgen zur Verfiigung steht. Fur
die Replikation und die Verpackung werden nur diRd benétigt, wenn Rep und Cap
durch ein Helferplasmid zur Verfigung gestellt wesrd(Samulski et al., 1999;
McLaughlin et al., 1988). Trotz einer Durchseuchsrate von 80 % der Bevolkerung fur
den Serotyp 2 (AAV-2) konnte bisher keine Pathogerfuir den Menschen festgestellt
werden, welche auf das AAV zuriickzufihren ware (€dves, 2005). Rekombinante
AAV wirken im Gegensatz zu den meisten anderenlenrd/ektoren nicht zytotoxisch
und die durch sie hervorgerufene zellulare Immunarttfallt deutlich geringfigiger aus
(Goncalves, 2005; Chirmule et al., 1999). Ursachiirdist das Fehlen der viralen Gene
und die Unfahigkeit einer effizienten Transduktiémtigen - prasentierender Zellen
(Jooss et al., 1998). Allerdings spielt die Besfddfeit des Transgens und die Art und
Weise des rAAV Gentransfers eine wesentliche Ruliedie Starke der zellularen wie
auch humoralen Immunantwort (Monahan and Sam®2¢eKi0).

Neben der Langzeitexpression von AAVs, wie Xiao @anulski in Muskelzellen einer
Maus demonstrieren konnten (Xiao et al., 1996)geistweiterer entscheidender Vorteil
von rAAV, dass sie sowohl teilende als auch ruhendaminal differenzierte Zellen
transduzieren kdénnen (Carter and Samulski, 200@)ziHkommt die Fahigkeit, dass
verschiedene AAV - Serotypen, unterschiedliche Bexen und Korezeptoren nutzen
und somit einen gewebsspezifischen Tropismus alesbi{Grimm and Kay, 2003), z.B.
der vor kurzem erstmals beschriebene AAV9 - Velamtyp mit dem nahezu 100 % des
Herzen transduziert werden konnten (Inagaki e2806; Pacak et al., 2006).

Die bisher durchgefiihrten praklinischen Studien A#l - Vektoren verliefen in
verschiedenen Tiermodellen sehr erfolgversprectiPedet al., 2004; Wang et al., 2002,
Acland et al., 2001; Xiao et al., 1996). Mittlenteeiverden AAV - Vektoren in ersten
humanen Studien unter anderem zur Behandlung vikinBanpatienten und Hamophilie
B eingesetzt (Kaplitt et al., 2007; Manno et al032).

Jedoch besteht in der Anwendung von AAV - Vektdiendie Gentherapie eine gewisse
Limitierung, da nach der Aufnahme des Vektors i@ delle, erst die Umwandlung der
einzelstrangigen Virus DNA in einen replikationg@ign Doppelstrang erfolgen muss.
Dabei ist die Doppelstrangsynthese auf Replikafakieren der Wirtszelle angewiesen
(Ferrari et al., 1996). Diese zeitliche Einschramkl&kann mit Hilfe von rekombinanten,
selbstkomplementierenden AAV - Vektoren (ScAAV), lele doppelstrangigen,

endogenen AAV - Replikationsintermediaten entspgaclimgangen werden (McCarty et
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al., 2001). Hierbei werden zwei zueinander kompletiye DNA - Strange mit einer
maximalen Lange von 2,3 kb durch eine ITR zu einEmzelstrang miteinander
verbunden. Aufgrund der Basenhomologien erfolgt ithefbar nach dem Uncoating im
Zellkern der Zielzellen, die Faltung zu einem Ddptrang, welcher die umgehende
Transgenexpression ermdglicht. Durch eine Deleioder terminal resolution siteder

mittleren von den drei ITRs wird verhindert, dags thnge Einzelstrang wieder in zwei

kurze DNA - Molekule geschnitten wird (Goncalve803). (sieheAbbildung 1.10)
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Abbildung 1.10: Generierung von herkdmmlichen rekombinanten  AAVrAAV) und
selbstkomplementierenden AAV (scAAV) im Vergleidtinks: Géangiges Replikationsmodell. Aus einem
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doppelstrangigem Monomer (DM) - bzw. - Dimer (DD)ntermediat erfolgt die Bildung des rAAV -
Genoms beider Polaritaten. Im Zellkern kann dasleirEinzelstrang Genom degradiert oder zum
Doppeltrang synthetisiert werden (abhangig von \tkntszell spezifischen DNA - Synthese oder durch
Intermolekulare HybridisierungRechts: Bildung von scAAV aus einem urspriinglich nur hatbgrof3en
rAAV Genom gegeniber der Wildtyp AAV - DNA. Dieseemden als doppelstrangige Dimere repliziert mit
einer deletierteterminal resolution sitétrs) der axialen ITR. Als Einzelstrang im Kapsirpackt, erfolgt
durch intramolekulare Hybridisierung, aufgrund desnplementaren Charakters, die Faltung zu einem
Doppelstrang. Unmittelbar daran schlief3t sich dien¥gen Expression unabhangig von der Wirtszell DNA
- Synthese (Abbildung modifiziert nach Goncalve30%).

McCarty et alkonnte inin vivo Experimenten bei der Maus die deutliche Uberlegiénhe
der selbstkomplementaren AAV gegenuber einzelstggngrAAV in Bezug auf die
Gentransfereffizienz demonstrieren. Die Transgeresgion bei SCAAV war nicht nur
schneller, sonder auch weitaus effizienter. MieainVerhaltnis von 5,9 : 1 genomischer
Partikel zu infektiosen Partikeln, erreichten di@AV - Vektoren in HelLa - Zellen eine 5
bis 140 fache hohere Effizienz als herkdmmliche YAADiese Transduktionseffizienz
konnte weder durch eine Ko-Infektion mit Adenoviggsteigert werden, noch konnte sie
durch Blockierung der DNA-Synthese der Wirtszelli idilfe von Hydroxyurea inhibiert
werden. Das deutet darauf hin, dass die Doppetsgemthese der Targetzelle keine
Limitierung fur die Transgenexpression von scAAVngeerten Vektoren darstellt
(McCarty et al., 2001).

1.6 Zielstellung der Arbeit

Der Herzinsuffizienz liegen unterschiedliche Atigilen zu Grunde, die haufig mit einer
Dysfunktion der C& - Homdostase des sarkoplasmatischen Retikulum¥ ¢8RHerz-
muskelzelle einhergehen. Derzeit beschréanken seflderapien auf symptombezogene
Behandlungen, die zwar nachweislich die Mortalitét die Morbiditat senken aber die
anhaltende Progredienz der Herzinsuffienz bishehtraufhalten konnten. PLN ist ein
Inhibitor der SERCA2a und somit zentraler Faktor der Regulation der SERCA2a -
Aktivitat. Durch PLN - Suppression kann eine Vesdmsng der Ca - Homdostase
erzielt werden. Bisherige therapeutische Anséatfasigen sich mit dem Silencing von
PLN mittels PLN antisense Strategien oder dem Einbringen von transdominanten
negativen PLN -Mutanten, um so eine Verbesserundrdekbindung des zytosolischen
C&" in das SR zu bewirken. Die hier erzielte Inhibiegwon PLN in Kardiomyozyten
filhrte zwar zu einer Erhéhung der“%a Affinitat der SERCA2a und somit zu einer
deutlichen Verkiirzung des €a Transienten, jedoch wéhrte dieser Effekt nur igen

Tage bzw. zeigte nur eine geringe Effizienz.
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Aufgrund dieser Limitierungen bisheriger Strategiear es das Ziel dieser Arbeit,
basierend auf der Entwicklung der RNAI als Techgmozum sequenzspezifischen
Silencen von Genen, ein neues gentherapeutischezelibzur Inhibierung von PLN zu
entwickeln, um dadurch die Wirksamkeit vorhandeargr-PLN Anséatze zu steigern.
Dazu sollte die Effizienz und Spezifitat einer PEpezifischen shRNA initiain
vitro mittels adenoviraler Vektoren in neonatalen R&@ediomyozyten charakterisiert
werden. Mit dem Ziel eines hochspezifischen uniziefiten Gentransfers in das Henz
vivo sollten zusatzlich kardiotrope PLN-shRNA exprimeigtle AAV - Vektorkonstrukte
generiert werden. Diese wurden unter anderem mitkdfgen - Expressionskassetten
ausgestattet und deren Einfluss auf die PLN-shRMNpr&Ssion analysiert. Nach
erfolgreicher Charakterisierung der Vektorenvitro hinsichtlich ihrer Transduktions-,
Silencingeffizienz und Expressionsstarke der shRid#vie der Langzeitwirkung, sollte
der erfolgsversprechenste PLN-shRNA exprimieren@& A Vektor als auch der PLN-
SshRNA adenovirale Vektor im Rahmen einer kardial&entherapien vivo an einem
herzinsuffizienten Rattenmodell angewendet wer@abei sollte untersucht werden, ob
die PLN-shRNAIn vivo funktionell ist. Zur ndheren Charakterisierundteal dafiir neben
der Hamodynamikmessung, die echokardiographisch&iesadie morphologische
Evaluierung der Herzparameter dienen. Abschlielsatiten mdgliche Nebenwirkungen
der RNA Interferenz auf intrazellulare Regulatioestmanismen (Pathways), wie zum

Beispiel dem microRNA - Pathway, untersucht werden



Material und Methoden

30

2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Bakterienstamme

Tabelle 2.1:Verwendete Bakterienstamme

Bakterienstamm

Genotyp

Referenz

(McrA-)D(mcrCB-hsdSMR-
mrr)171lendAl supE44 thi

gyrA96 relAllac recB rec

[

)

E. coli Sure Stratagene, La Jolla, CA, US
sbcC umuC Tn5(Kanr) uvrC
[F proAB laclgZDM15 Tn10
(Tetr)]
F end Al, hsdR17, (fKmK),
SUpE44, thi-1, gyrA96, relAl, ,
E. coli DH5a (Vieira and Messing, 1982)

(argF-laczya) U169

f80dlacz M15, -

E.coli XL-10 Gold

TetR (mcrA183 (mcrCB-
hsdSMR-miy 173 endAl
SUpE44 thi-1 recAl gyrA9
relAl lac Hte [F° proAB
laclgZ M15Tn10 (TetR)
Amy CamR]

6
Stratagene, La Jolla, CA, US

E.coli Top 10

F laclg Tnl0 (TetR) ntrA
(mrr-hsdRMS -mciBC) F80
lacZM15 lacX74 recAl dedR
araD139 f(@raley 7697 galU
galK rpsL (StrR)endAl nupG

Invitrogen, Karlsruhe,

Deutschland
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2.1.2 Bakterien - Medien

Tabelle 2.2:Verwendete Bakterien - Medien

Medium Hersteller
LB-Medium Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
LB-Agar Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

2.1.3 Basis - Plasmide

Tabelle 2.3:Verwendete Basis - Plasmide

Plasmid Selektionsmarker Hersteller

pAAV-MCS Amp' Stratagene, La Jolla, CA, USA
PCR 4Blunt-TOPO AmpKarl Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
pDP6rs / Dirk Grimm

pHelper Amp Stratagene, La Jolla, CA, USA
pTRE2 Amp ClontechMountain View, USA
pTRE-tight Amp ClontechMountain View, USA
pZS2 Amp Zeg Sheng, Dallas, USA

2.1.4 Zelllinien

Tabelle 2.4:Verwendete Zelllinien

Bezeichnung Beschreibung

Kultivierungsmedium

HEK 293 humane embryonale Nierenzellen
humane embryonale Nierenzellen

HEK 293T (exprimieren das SV40 T-Antigen
stabil)

HelLa humane Zervix-Karzinomzellen

PNRK Primare Neonatale Rattenkardio-

myozyten

DMEM (GiB®L)*
DMEM (Gibco BRL)*

DMEM (Gibco BRL)*

CMRL 1415-ATM (Biochrom AG)**

* Wenn nicht anders erwéahnt, wurden alle Zellkultwliee mit 10 % FKS (CCPro, Neustadt, Deutschland)

und 1 % Penicillin/Streptomycin (Biochrom AG, BetlDeutschland) versetzt.

** Medium wurde mit 10 % FKS (Biochrom AG, Berlin, echland) und 2 mM Fluorodeoxyuridine

(Sigma Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland) etats
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2.1.5 Enzyme

Tabelle 2.5:Verwendete Enzyme

Enzym* Hersteller

CIP Roche, Mannheim, Deutschland
DNA-Ligase New England Biolab (NEBIpswich, USA
Proteinase K Boehringer Mannheim, Deutschland
Pwo-Polymerase Applied Biosystems, Foster City, USA
Restriktionsenzyme NEB, Ipswich, USA

Tag-Polymerase Applied Biosystems, Foster City, USA
Trypsin Biochrom AG, Deutschland

T4- DNA-Polymerase NEB, Ipswich, USA

T4-Polynukleotid Kinase NEB, Ipswich, USA

*Alle Enzyme wurden mit den mitgelieferten Puffemsprechend den Herstellerangaben eingesetzt.

2.1.6 Oligonukleotide
Tabelle 2.6:Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz

Ad5 4600 A 5" - gaa tgc atg gaa aat ctt gg - 3’
Ad5-3248gl I 5" - tct aga tct ttt gtg tta ctc ata gcg cg - 3
Ad5-3315s 5 -tga cat gac cat gaa gatct - 3’

BA-1371s 5 -aaggattcctatgtgggcg-3

BA-2307as 5" - ctc ctt aat gtc acg cac ga - 3’

BgH-NotIs 5’ - tgt gcg gce gcet gec tte tag ttg cca gec a - 3
Plas-223s 5’ - cta ttg aaa tgc ccc agcaag c - 3’
Plas-600a 5’ - aat ctcata cta caa tgtcag aag - 3’
pZS2-3'UTRa 5" -tgg ctggcaactagaaggc- 3’
HIFA-53-Pmd a 5’ - tag ggt tta aac cca ggg ttt tcc cag t¢a -3
HIFA-533-Spé s 5’ - atg gac tag tcc aga gaa tta ccc tca e-Baa
ShPLN17-f 5 -cggcgtaccttactcgetc-3

shPLN17-RT as 5’ - gtc gta tcc agt gca ggg tcc@agtc gca ctg gat acg aca tag cc - 3’
U6s 5’ - gcg tcc ttt cca caa gat ata - 3’

Uba 5’ - cag tgg aaa gac gcg cag gc - 3’
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U6-1sBgl Il 5’ - gag aga tct atg aat tcc cca gtg gaa ag -3’
2.1.7 Kits - Kommerzielle Test Systeme
Tabelle 2.7:Kits fur die Molekularbiologie
Kit Name Hersteller
Agilent RNA 6000 Nano Kit Agilent, Santa Clara,USA
Applied Biosystems/Ambion, Austin,

mirVANA ™ miRNA Isolations Kit

BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencin

Kit
High Capacity cDNA Archive Kit
SYBR® Green PCR Master Mix

NT-GFP Fusiofi TOPO TA Expression Kit

Zero BlunfTOPG® PCR Cloning Kit for
Sequencing

TOPO TA Clonind Kit

peqGOLD Plasmid Miniprep Kit |
QIAquick GelExtraction Kit
Transfektion - Kalzium-Phosphat-Kit

EndoFree Plasmid Maxi, Mega Kits

2.1.8 Gerate
Tabelle 2.8:Gerate

USA

Rpplied Biosystems, Foster City, USA

Applied Biosystems, Foster CitySA
Applied Biosystems, Fostey GitSA
Invitrogen, Karlsruhe, Dealteind

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Peglab, ErlangenuBehland
Qiagen, Hilden, Deutsaht

StratageneJblla, CA, USA
Qiagen, Hildenyt3ehland

Bezeichnung

Hersteller

ABI Prism 310 Genetic Analyzer

Agarosegel-Kammer Hoef2HE 33

Affymetrix GeneChip System Confocal
Scanner 3000

Axiovert 25 Mikroskop

Agilent Bioanalyzer 2100

Bio-Rad Calibrated GS-800 Scanner
Bioscan QC 2000

Brutschrank Modell 5420

DNA Thermal Cycler

Perkin Elmer, Wdkkgs USA
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Affymetrix, Santa Clara, USA
Zeiss, Jena, Deutschland
Agilent Technologies, $a6lara, USA
Bio-Rad, MincBeutschland
Bioscan, Washington, USA
Labotect, Gottingen, Dehlsed
Perkin ElImer Cetus, WelleslexgAJ
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Bezeichnung Hersteller

Elektrophoreseeinheit PP3000 Biometra GmbH, Gattindpeutschland
Feinwaage BL 310 Sartorius, Gottingen, Deutschland
Gene Amf PCR System 9700 Applied Biosystems, Foster CiAU
Genesys 6 UV-Spektrometer Thermo Electron, WaltHag4A

GE Vivid-7 Ultrasound Gerat General Electric, Negen

Janke & Kunkel IKA - Labortechnik,
Staufen, Deutschland

Hybridisierungsofen Compact Line OV 4 Biometra Gmi@®ttingen, Deutschland

Heizplatte IKAMAG® RH

Immunfluoreszenzmikroskop Olymps 50 Olympus, Tokio, Japan

Kamera Coolpix 990 Nikon, Tokio, Japan
Liquid Szintillation Analyzer TRI-CARB  Packard BioScience GmbH, Dreieich,
2200CA Deutschland

Berthold Technologies GmbH, Bad
Wildbad, Deutschland

Millar-Tip-Kathetef® MILLAR Instruments, TX, USA

Lumat LB 9501

NanoDroff ND-1000 Spectrophotometer Peqlab, Erlangen, Dblaisd

pH-Meter HI 8314 membrane pHmeter HANNA intrumem&onsocket, USA
Phosphoimager Fuji Film BAS-1500 Fuji Photo Filmaikfurt, Germany

QC 2000 Bioscan, Washington, USA

Sequence Detection System 7900 HT Applied Biosystéster City, USA
Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Transilluminator BioDoc Analyze Biometra GmbH, Gidten, Deutschland
TRIO-Thermoblock Biometra GmbH, Géttingen, Deutacid
Tube-Topper-Heaters Beckman Coulter, Fullerton, USA
Ultra-Zentrifuge Centrikon T_2050 Kontron InstruntgnZirich, Schweiz
UV Stratalinkef1800 Stratagene, LaJolla, USA
Vortex-Genie 2 Scientific Industries Inc., BohemikgA
Wasserbad Memmert GmbH, Schwabach, Deutschland
égr;giéuge 5415D, 5415R und Zentrifuge Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Zentrifuge Avanti™J-25 Beckman Coulter, Fullertat§A

Zentrifuge Varifuge RF Heraeus Sepatech, Ostefdatschland
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2.2 Arbeiten mit Bakterien

2.2.1 Herstellung kompetenter Bakterien

Fur die Transformation von Bakterien wurden komptte Zellen hergestellt.
Tiefgefrorene Zellen wurden aus — 80 °C entnommmaxh mit einer Impfose auf Agar-
Platten ausgestrichen. Anschlieend wurden dideRldtei 37 °C Uber Nacht inkubiert.
Mit einer Einzelkolonie von der Agar-Platte wurde@ml LB-Medium in einem 15 mi
Falcon-Rohrchen angeimpft und Uber Nacht bei 3&¢llttelnd inkubiert. Im néchsten
Schritt wurden mit 500 pl aus dieser Kultur, 500 lBFMedium in einem Kulturkolben
beimpft und bei 37 °C schittelnd bis zu einerggon 0,5 expandiert. Anschlielend
wurde der Kulturansatz auf 50 ml Zentrifugen-Roélerchverteilt, fur 10 min auf Eis
belassen und bei 4 °C zentrifugiert (4.000 RPM,iB)nDas Zellpellet wurde in 50 mM
CaClb-Losung resuspendiert und weitere 15 min auf Eqsibrert, bevor es anschliel3end
fur 5 min zentrifugiert wurde (4 °C, 5.000 RPM). DRellet wurde in 2 ml kalter 50 mM
CaCb-Lésung resuspendiert und fir zwei Stunden aufdeistellt. Danach wurde die
Bakterienkultur mit 20 % Glycerin versetzt, in vekiihlte 1,5 ml-Reaktionsgefalie
aliquotiert (50 - 100 pul Volumen) und bei — 80 °Elagert. Alle Zentrifugationsschritte
erfolgten in der Zentrifuge Avanti™J-25 (Beckmanu@er, Fullerton, USA).

2.2.2 Transformation kompetenter Bakterien

Fur die Transformation kompetenter Zellen wurdenb&0100 pl Zell-Aliquote auf Eis
aufgetaut, mit 10 bis 25 pl Ligationsprodukt versaind fur 10 bis 30 min auf Eis
inkubiert. Nach einem Hitzeschock fur 30 bis 6¢esn@ch Bakterienstamm) bei 42 °C im
Wasserbad wurde der Ansatz fur zwei weitere MinatgiEis inkubiert. Dann wurde die
Zellsuspension in 250 pE( coli Top 10) bzw. 900 ul (andere Stdmme) LB-Medium
aufgenommen und in 1,5 ml ReaktionsgefalRen 30 6Bimin bei 37 °C schittelnd
vorinkubiert. Das Bakterien-zellgemisch wurde dukehizes zentrifugieren konzentriert
oder in geeigneter Verdinnung anschlieRend auf -Rigtten mit Selektionsmedium
ausplattiert, um dann fir 18 bis 24 Stunden béi@G¥m Brutschrank zu inkubieren.

2.2.3 Kryokonservierung von Bakterienkulturen

Fur die Konservierung von Bakterienzellen wurdessdi Uber Nacht bei 37 °C in 3 ml
LB-Medium unter selektiven Bedingungen angezogeandah wurde 1 ml aus der
Ubernacht-Kultur in ein steriles Eppendorf-Cryo-Riften (Eppendorf, Deutschland)
Uberfuhrt, mit Glycerin versetzt (Endkonzentratkih%) und bei — 80 °C gelagert.
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2.3 DNA - Techniken

2.3.1 DNA - Isolation aus Bakterien

Fur die Isolation von DNA im kleinen Mal3stab wudkr ,peqGOLD Plasmid Miniprep
Kit I und fur die Isolation im grol3en Malistab, dés ,EndoFree Plasmid Maxi bzw.

Mega“ verwendet. Die Aufreinigung erfolgte nach Abgn des Herstellers.

2.3.2 lIsolation eukaryontischer DNA
Die Isolation genomischer DNA aus Zellen erfolgtétels E.Z.N.A. Tissue DNA Kit Il

(PegLab Biotechnologie GmbH, Deutschland) nach Aegades Herstellers. Zuvor
wurde das Kulturmedium von den Zellen abgesaugt omtd dem vom Hersteller

mitgelieferten Lyse-Puffer lysiert.

2.3.3 Isolation von rAAV - DNA
Fur die Isolation von rekombinanter AAV - DNA wurdes AAV - Vektor Fraktion aus

der Isolierung mit dem Jodixanolgradientéfap. 2.12.5 verwendet. Als erstes erfolgte

ein Proteinverdau.

Tabelle 2.9:Reaktionsansatz Proteinverdau

Reagenzien V(%Ig(;nslr; Endkonzentration
rAAV-Praparation 50 pl

0,5M EDTA 10 pl 10 mM

10 % SDS 50 pl 1%

Proteinase K 5 ul 20 ug
TBS-Puffet-? 385 pl

"I Proteinase K(Sigma): 5 mg/ ml in sterilem Wasser, Lagerung-t28 °C
"2 TBS-Puffer: 10 mM Tris-HCI (pH 7,4); 2 mM Cagl2 mM MgChb; 150 mM NaCl; pH 8,0; autoklaviert

Dieser Verdau wurde fir 1 Stunde bei 37 °C inkubianschlie3end die rekombinante
Vektor - DNA mit Phenol - Chloroform extrahieKgp. 2.3.49 und in 50 pl RNase -
freiem Wasser (DEPC - Wasser, USB Corporation Tdext USA) gelost.

2.3.4 DNA - Extraktion mit Phenol - Chloroform
Die DNA - haltigen Zell- bzw. Viruslysate wurden tn@ginem Volumenteil (Vol) einer
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol - Losung (24:25:1prsetzt und eine Minute
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geschuttelt. Die Nukleinsauren verbleiben aufgrimds hydrophilen Charakters in der
oberen wassrigen Phase gelost, wahrend sich esribaProteine in der Interphase
anordnen. Nach 5 minutiger Zentrifugation bei 1R2.00g (Eppendorf, Deutschland)
wurde die obere wassrige Phase in ein neues Raagatil3 Uberfuhrt und mit einem
Volumen (Vol) Chloroform:lsoamyl-Alkohol (24:1) vestzt. Das DNA - Gemisch wurde
geschuttelt und anschlie3end erneut zentrifugiahach wurde die obere wassrige Phase
abgenommen und die darin enthaltene DNA mit Ethgellt Kap. 2.3.5.

2.3.5 DNA - Fallung

Das DNA - Gemisch wurde mit 0,1 Vol 3 M Natriumatet L6ésung und mit 2 Vol
absoluten Ethanol versetzt und durchmischt. Derafm#urde mindestens 30 min oder
Uber Nacht bei - 20 °C inkubiert und anschlieRdrel 12.000 g (Eppendorf,
Deutschland) fur 15 min zentrifugiert. Das erhadt&NA - Pellet wurde mit 400 ul 70 %
igem Ethanol gewaschen und erneut bei 12.000 gefithpf, Deutschland) fir 5 min
zentrifugiert. Nach Lufttrocknung fur 5 - 10 minilB&T wurde die DNA in 30 pl sterilem

Wasser gelost.

2.3.6 DNA - Gelelektrophorese

DNA - Fragmente wurden durch Elektrophorese in reinsgarosegel aufgetrennt. Die
Gelkonzentration wurde abhangig von den zu treneertagmentgrofRen gewahiap.
2.10. Als Langenmarker wurden je nach der Grol3e dderennenden DNA verschiedene
DNA - Leitern (1kb - DNA - Leiter, Peglab, ErlangeDBeutschland), fur Fragmente
groer als 1 kb und DNA - Leiter Mix (Peglab, Edan, Deutschland) fir Fragmente
kleiner als 1 kb, verwendet.

Zur Herstellung des Gels wurde die entsprechendag®lean Agarose in 1 x TAE -
Puffer* geldst und bis zum Schmelzen in einer Miketle (Bosch, Deutschland) erhitzt.
Diese Losung wurde auf ca. 60 °C abgekunhlt, eirfedietmbromid - Losung (Sigma)
zugegeben (Endkonzentration von 0,005 %) und in @elkammer (Pharmacia
Biosciences, Uppsala, Schweden) gegossen. Nacstamadiger Verfestigung wurden die
Kamme entnommen und das Gel in die ElektrophoresApparatur (Pharmacia
Biosciences, Uppsala, Schweden) gestellt, die DNAoben mit DNA - Lade - Puffer
(PegLab Biotechnologie GmbH, Deutschland) vermisdi1l), aufgetragen und die
Trennung bei 140 Volt, 200 mA in 1 x TAE-Puffer dagefuhrt. Anschliel3end wurde die

DNA im Transilluminator (Biometra) visualisiert.
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* 50 x TAE-Puffer: 2 M Tris-HCI, 0,5 M NaCl, 50 mM EDTA, pH 8,0

Tabelle 2.10:Agarosegel - Konzentration in Abhangigkeit vondientgrofien

DNA - Fragmentgréf3e Agarose - Konzentration

<0,5kb 1,2%
0,5 bis 10 kb 1 %
> 10 kb 0,8 %

2.3.7 DNA - Extraktion aus Agarosegel
Die DNA - Extraktion aus Agarosegelen erfolgte mém QIAquick GelExtraction Kit

(Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers.OIN& - Proben wurden zuvor elektro-
phoretisch in einem Agarosegel aufgetrertka. 2.3.6 und das gewtnschte Fragment

mit einem Skalpell herausgeschnitten.

2.3.8 Klonierung von DNA

2.3.8.1 Restriktionsverdau von DNA

Die Restriktionsenzyme wurden in den jeweils migfelten Reaktionspuffern nach
Angaben des Herstellers (NEB, Frankfurt, Deutsatllareingesetzt. Fur einen
Restriktionsansatz von 1 ug DNA in 20 pl Reaktiaiginen wurde 1 U Enzym
verwendet. Die Ansatze wurden fur 1 - 24 h bei@®der 37 °C inkubiert.

2.3.8.2 Desphosporylierung von 5’ - Phosphatgruppen

Um eine Religation von Plasmiden bzw. Vektoren @ei Klonierung zu verhindern,
wurden die DNA 5’ - Phosphatester hydrolysiert. Bestriktionsansatz wurde zuerst fur
20 min bei 70 °C inkubiert, um Uberschissiges Re®msenzym zu inaktivieren. Pro 1
png DNA wurde 1 ul (1 U) alkalische Phosphatase Kakbwerdarm CIP, calf intestine
alkaline phosphatageund CIP-Puffer (10 x, 0,5 M Tris/HCI, pH 8,5; IMnEDTA)
zugegeben und fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Die lndnung der CIP wiederum erfolgte
durch Zugabe von EDTA (Endkonzentration: 5 mM) wgheichzeitigem Erwarmen bei
75 °C fur 20 min. Zur Reinigung der dephosphoryierDNA - Produkte wurden diese
elektrophoretisch auf einem Agarosegel aufgetrefidp. 2.3.6 und anschliel3end
extrahiert Kap. 2.3.7).
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2.3.9 Ligation von DNA - Fragmenten

Fur die Ligation von DNA - Fragmenten wurde T4 -gaése (NEB, Frankfurt,
Deutschland) mit den mitgelieferten Pufferlosungesch Angaben des Herstellers
verwendet. Das Verhaltnis von eingesetztem Plasskidv und DNA-Fragment

entsprach 1:1 bis 1:5. Folgender Reaktionsansatdeagewahlt:

Tabelle 2.11:Reaktionsansatz fur Ligation

Lésungen Volumen

DNA - Fragment 6 ul (50 - 500 ng)
Linearisierte Vektor - DNA  2-4 ul (50 - 100 ng)
10 x Puffer 2 ul

T4 DNA - Ligase 1-2 ul (0,5 - 1V)
Aqua dest. ad 20 pl

Die Ligation erfolgte fur 1 h bei RT oder Gber Nablei 16 °C. Der Ligationsansatz mit
Adenovirus DNA bestand aus 1 pg adenovirakbal-long arm, 500 ng linearisiertem
Vektorplasmid, 1 U DNA - Ligase (Stratagene, USAY 4 ul dazugehoérigem Puffer. Die
Ligation wurde tUber Nacht bei 4 °C durchgeflhrt.

2.3.10 Herstellung vonblunt-end DNA - Molekilen

Fur die Ligation von DNA - Fragmenten mit nichterkpatiblen Enden war es notwendig
blunt-endsogenannte glatte Enden zu generieren. Dafur wutde 3° - (berhdngenden
Enden abgebaut und die 5" - Uberhdngenden Endegefallf. Zu diesem Zweck wurde
eine T4 - DNA - Polymerase (NEB, Frankfurt, Deutadd), welche eine 3°- 5'-
Exonuklease - und 5°- 3"- Polymeraseaktivitat @gs@ingesetzt. Zum Restriktionsansatz
(2.3.8.1 wurden Desoxyribonukleotide (dNTPs) (je 100 uMTdA dCTP, dGTP, dTTP)
zugegeben und die Reaktion mit 1 U T4 - DNA - Pdyase bei 12 °C fir 20 min
fortgeflhrt. AnschlieRend wurde die T4 - Polymerfigse20 min bei 65 °C inaktiviert.

2.4 RNA - Techniken

2.4.1 Isolation von Gesamt - RNA

2.4.1.1 lIsolation von Gesamt - RNA mit TRIzofPReagent

Die Isolation der Gesamt - RNA erfolgte nach dernmZ#p der sogenannten Einschritt-
methode nach Chomczynski und Sacchi (ChomczynskiSacchi, 2006). Dafur wurde
die monophasische Lésung TRIZo{Invitrogen Life Technologies, UK) verwendet,
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welche Phenol und Guanidinisothiocyanat (GTC) dhtHaurch das chaotrope GTC
werden die Wasserstoffbriickenbindungen aufgelodt s;m Gewebebestandteile lysiert,
Proteine denaturiert und RNAsen inaktiviert. Dashaltene Phenol im sauren Milieu
bewirkt, dass denaturierte Proteine und kleinerdABD¥ragmente aus dem Lysat entfernt
werden.

Zur Isolierung von Gesamt - RNA aus eukaryontischelien wurde das Medium aus der
Kulturplatte entfernt und TRIZBI- Lésung auf die Zellen gegeben. Durch mehrfaches
Auf- und Abpipettieren wurden die Zellen gel6st uhdchmischt. Das Zelllysat wurde in
ReaktionsgefalRe Uberfihrt und weiter nach dem Robteerfahren. Zur Isolierung aus
humanen endomyokardialen Biopsien (EMB) wurden edigst einem Pistill (VWR,
Darmstadt, Deutschland) in einem 1,5 ml Reaktiofégyemit TRIzof - Lésung
homogenisiert.

Die RNA wurde in 30 ul RNase - freiem Wasser (DER@sser, USB Corporation
Cleveland, USA) geldst, 10 min bei 60 °C inkubiend anschliel3end weiterverwendet
oder bei — 80 °C gelagert.

2.4.1.2 Isolation von small- RNA mit dem mirVana™ - Kit
Fur die Isolation von besonders kleinen RNAs (miRNARNA) bzw. sehr reiner

Gesamt-RNA aus Gewebe oder Zellkulturen wurde damkoll fir den mirVana™ - Kit
nach Angaben des Herstellers verwendet. Die RNAdevunit 100 pl vorgewarmten

Nuklease-freiem Wasser (95 °C) von dem Saulenfijgddst und bei — 80 °C gelagert.

2.4.2 Auftrennung von RNA

Die RNAs wurden elektrophoretisch in FormaldehydAgarosegelen voneinander
getrennt. Dazu wurden 5 bis 20 pg Gesamt - RNA jul RNA - Ladepuffer gelést,
5 min bei 65 °C erhitzt und auf Eis abgekihlt. Bieftrennung der RNA erfolgte mit
MOPS - Laufpuffef fiir ca. 1,5 h bei 140 V. Die Qualitat der RNA werdnter UV -
Licht Uberprift. AnschlieRend wurde die aufgetrenRNA auf eine Nylonmembran
UbertragenKap. 2.14.2.

Fur die Herstellung des Formaldehyd - Agarosegeisien 1 % Agarose in 16/17 Vol 1 x
MOPS - Puffer aufgekocht und auf 60 °C abgekiuhdn&rh wurde 1/17 Vol 38 %
Formaldehyd zugegeben und die Losung in eine Getl@mgegossen und bei RT
ausgehartet.
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110 x RNA - Ladepuffer: 720 pl Formamid, 80 pl geséttigte Bromphenolblawsung, 180 pl 38 % ige
Formaldehyd - Losung (Sigma), 160 ul 10 x MOPSffé?ul,5 ul Ethidiumbromid (10 mg/ ml), ad 1.500
ul A. bidest.

210 x MOPS - Puffer:50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA, 200 mM MOPS, pl 7

2.5 Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration

2.5.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationen von DNA und RNA wurde mit Hilides NanoDrop ND-1000
bestimmt. Die Absorption der Nukleinsauren wurde 280 nm und 280 nm gemessen
und nach der FormeNukleinsdurekonzentration (pg/ml) = Faktor x A260, berechnet,
wobei der Faktor bei Doppelstrang - DNA 50 pg/ndj Binzelstrang - RNA oder -DNA
40 pg/ml ist. Diese Angaben beziehen sich auf DNifeie RNA bzw. auf RNA - freie
DNA. Mdgliche Verunreinigungen von Phenolrestenrddeoteinen kdnnen bei 280 nm
detektiert werden, weshalb die Reinheit der Prdjmsraaus dem Quotienten von
A260/A280 ermittelt wurde. Qualitativ reine RNA wei nach Sambrook et al
(Chomczynski and Sacchi, 2006; Sambrook et al.9l8Ben Quotienten von 2,0 auf.

2.5.2 Elektrophoretische Konzentrations- und Reinheitsbesmmung

Bei der Bestimmung der DNA - Konzentration mit ididler Gelelektrophorese wurde ein
Aliquot der DNA - Probe auf ein Agarosegel aufgg&a Zum Vergleich wurde eine
DNA-Referenz-Probe mit definierter Konzentratiomwendet. Nach der Elektrophorese
wurde die Konzentration der DNA - Probe mit der DNReferenzprobe verglichen und
abgeschéatzt. Eine weitere Moglichkeit die RNA - @&t zu kontrollieren, bietet der

RNA 6000 Nano Assay (Agilent, USA). Bei dieser L&ali" - Technologie wurde ein

Aliquot der zu untersuchenden RNA auf einen Mikipclgeladen und in einem

Bioanalyzer (Agilent) elektrophoretisch aufgetrenBie Durchfiihrung erfolgte nach

Angaben des Herstellers.

2.6 PCR Techniken

2.6.1 Polymerase - Kettenreaktion

Die Polymerase - Kettenreaktion (PCR) diente zurpAifkation und zum Nachweis
spezifischer DNA - Fragmente. In Abhangigkeit vorinfer - Lange, Basenzusam-

mensetzung, Lange und Struktur der zu amplifiziéeenDNA - Matrix wurden die PCR-
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Reaktionen mit unterschiedlichen DNA - Polymerasel unter verschiedenen PCR-
Bedingungen nach den Angaben der Hersteller duféhge Generell wurde Taq -
Polymerase (Applied Biosystems, CA, USA) fur dieRP€Reaktionen verwendet. Fur
sequenzexakte DNA - Amplifikate wurden Pwo Ry(ococcus woesgibzw. Pfu -
(Pyrococcus furiosysPolymerase (Applied Biosystems, CA, USA) eingesd&eide sind
thermostabile DNA - Polymerasen, die gegenuberTder- Polymerase eine ca. 10 fach
hohere Genauigkeit aufweisen. Die hohe Genauidieritht auf einer Proof - Reading
Funktion bedingt durch die 3-5’- Exonukleaseaktiti Darliber hinaus erzeugen sie
blunt-end Fragmente, da sie an den 5- Enden keine Uberhélege Adenosylreste
anfugen.

Die Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes s@viRedktionsbedingungen sind in
denTabellen 2.12und 2.13 angegeben. Die Extinktionszeit und das Primer refting
richten sich nach der jeweiligen Fragmentléange deral Primerschmelztemperaturen. Die
PCR erfolgte im Gene Amp Thermocycler 9700 (PE AgzpBiosystems, CA, USA).

Tabelle 2.12:Zusammensetzung eines PCR - Reaktionsansatzes

Reagenzien 25 pl - Reaktionsvolumen
10 x Polymerasepuffer 2,5 ul

dNTPs (10 mM) 0,5 pl

Forward - Primer (100 uM) 0,25 ul

Reverse - Primer (100 uM) 0,25 ul

DNA - Template X pl

DNA - Polymerase (5U/ pl) 0,25 pl

A. bidest. Ad 25 pl

*0,2-0,5ug DNA

Tabelle 2.13:PCR - Reaktionsbedingungen
Reaktionsschritt (40 Zyklen)  Temperatur  Zeit

Initiale Denaturierung 95°C 5 min
Denaturierung 95°C 45 s

Primer - Annealing 55°C-65°C 30s

DNA - Synthese 72°C 30 s-2min
Finale Extension 72°C 5 min

Kihlung 4°C ¥
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2.6.2 Reverse Transkriptase PCR

Fur die Quantifizierung spezifischer mRNAs in deesamt - RNA wurde die Reverse
Transkriptase PCR (RT-PCR) verwendet. Bei der RRR@rd mit Hilfe der Reversen
Transkriptase, einer RNA abhéngige DNA - PolymeraR&A in einzelstrangige
komplementdare DNA (cDNA) umgeschrieben und durckchhe3ende Amplifikation
mittels PCR Kap. 2.6.1) mit spezifischen Primern nachgewiesen oder dfi@etit (Kap.
2.6.3 (Myers and Gelfand, 1991). Hierfur wurde der Higbapacity cDNA Archieve Kit
nach Angaben des Herstellers verwendab( 2.14. Die Reaktion wurde, wie ihabelle

2.17beschrieben, durchgefihrt.

Tabelle 2.14:Zusammensetzung eines RT-PCR - Reaktionsansatzes

Reagenzien 100 pl - Reaktionsvolumen
10 x RT-Puffer 10,0 pl

25 x dNTP Mix 4,0l

10 x Random Primer 10,0 pl
MultiScribe RT (50 U/ pl) 5,0 ul

RNase freies A. bidest. 21,0 pl

RNA - Template 50,0 pl

*200 ng bis 2 ug gesamt - RNA

2.6.3 Quantitative Real Time PCR

Die Real Time RT-PCR ist eine Methode, bei der Almeplifikation der Targetsequenz
und seine Quantifizierung simultan in einem Realdgefall ablaufen. Die
Quantifizierung erfolgt durch Fluoreszenz - Mesam@m Ende bzw. wahrend eines
PCR - Zyklusses, wobei die Fluoreszenz proportioméalder Menge der PCR - Produkte
zunimmt. Als Fluoreszenz-farbstoff diente fir einéfeil der Untersuchungen
SYBR®Green (Applied Biosystems, CA, USA), welcher mir @A interkaliert. Die
Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes sowieedldidhsbedingungen sind in der

Tabelle 2.15bzw.2.17angegeben.
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Tabelle 2.15:Zusammensetzung Real Time RT-PCR mit SYBReen

Reagenzien 20 pl - Reaktionsvolumen
SYBR®Green PCR Master Mix (2x) 10,0 pl
Forward - Primer (100 uM) 0,25 ul
Reverse - Primer (100 uM) 0,25 ul

cDNA - Template * x ol

RNase freies A. bidest. ad 20,0 ul

* 10 bis 100 ng cDNA

Eine weitere Mdglichkeit fur den quantitativen Naghis von PCR - Produkten stellt die
TagMan™ - PCR dar, ein automatisierter PCR - Astay,dem das gebildete PCR -
Amplifikat nach jedem Zyklus Uber ein Fluoreszegmal Ubermittelndes System
detektiert wird (Higuchi et al., 1993; Higuchi dt,4992). Die Detektion erfolgte durch
eine fluores-zenzmarkierte, gen - spezifische Sonde&er Ausnutzung der 5'-3'-
Exonuklease - Aktivitat der Tag DNA - Polymeraseolleind et al., 1991). Im ersten
Schritt kommt es zu einer sequenzspezifischen Amlagy der PCR - Primer und der
fluorogenen Sonde an den MatrizenstraAph( 2.18). Die Sonde besteht aus einem
Oligonukleotid, dessen 5’- Ende mit einem Report&arbstoff (Fluoreszein - Derivat)
markiert ist. Durch Anregung einer spezifischen Mfdhinge (488 nm) wird die
Fluoreszenz des Reporter - Farbstoffs aufgrund rdemlichen Nahe zum Quencher
(Rhoadamin - Derivat) am 3’- Ende durch einen Fdsaenz - Energietransfer (FET)
unterdrickt Abb. 2.1b). Wahrend der Extensionsphase verdrangt die TRglymerase
die fluorogene Sonde, wobei diese gleichzeitig kludee 5°-3' - Exonukleaseaktivitat
hydrolysiert wird Abb. 2.19. Dabei kommt es zur Aufhebung des FET’'s zwischen
Reporter und Quencher, wodurch ein FluoreszenzZsaggnaugt wird Abb. 2.1d).
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'fj DNA-Polymerase

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der TagMan™ - P@RSequenzspezifische Anlagerung des
Forward - Primers und der Sondb) Primer - Extension und Beginn der Sondenhydrolg3ePCR -
Amplifikat wird vollstandig synthetisiert und Sondgydrolyse beendet) Aufthebung des Fluoreszenz -
Energietransfers (FET) und Freisetzung eines Fazemzsignals vom Reporter. Genaue Beschreibung

siehe Text (Abbildung modifiziert nach T.A. Schildpplied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland). R =
Reporter, Q = Quencher.
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Die TagMan™ - PCR wurde nach Angaben des Herssel{&pplied Biosystems,
Weiterstadt, Deutschland) in Optical 96-well PlatturchgefuhrtTab. 2.16und 2.17).
Die folgenden TagMafl' - Gene Expression Assayairden dafiir verwendeGAPDH-
Rn01775763 gl (Glyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase) unBLN-
Rn01434045_mXPhospholamban) (Applied Biosystems, Weiterstadtjtschland).

Tabelle 2.16:Zusammensetzung eines TagMan™ - PCR-Reaktiongassat

Reagenzien 20 pl - Reaktionsvolumen
TagMarT™ Gene Expression Assay (20x) 1,0 pl
TagMarT™ Fast Universal PCR Master 10.0 Ul

Mix (2x), No UNG o H

cDNA + H,O' 9,0 ul

* 10 bis 100 ng cDNA + RNase freies Wasser

Tabelle 2.17:Reaktionsbedingungen der TagMan™ - PCR

Reaktionsschritte (40 Zyklen) Temperatur Zeit
AmpliTaq Gold - Enzymaktivierung 95°C 10 min
Denaturierungstemperatur 95°C 15s
Annealingtemperatur/ Synthese 60°C 1 min
Kihlung 4°C ¥

Beide quantitativen Real-Time PCR - Methoden wurdendem Sequence Detection
System 7900 HT (Applied Biosystems, CA, USA) duretidprt. Die Auswertung der RT-
PCRs erfolgte mit Hilfe des Programms ABI Prisii000 SDS Software (Applied
Biosystems, CA, USA) und der CT - Methode (Livak and Schmittgen, 2001). Der
» Threshold Cycle (CT-Wert) gibt die Zykluszahl wieder, bei der dieeporter -
Fluoreszenz einen bestimmten Schwellenwert oberdi@lGrundlinie Gberschreitet. Der
CT - Wert wurde Uber die Funktion auto - CT erfas&ir Normalisierung der zu
untersuchenden Gene wurde GAPDH a®ysekeeping- Gen (konstitutive Kontrolle)
verwendet. Der CT - Wert wurde wie folgt berechn&T = CT (Kandidatengery- CT
(konstitutive Kontrolle). Als néachstes wurde der CT bestimmt [ CT = CT
(Zielgen) - CT (Kontrolle)]. Zum Schluss wurde die relative Tramgthaufigkeit
ermittelt (relative Transkripthaufigkeitz CT).



Material und Methoden 47

2.7 Sequenzierung von DNA

Fur die Sequenzierung wurden 0,2 ug bis 1 ug DNAveadet, 1 ul Puffer (Applied
Biosystems, CA, USA) und 1 pl Sequenzierungspri(déruM) zugegeben und mit A.
bidest auf 8 ul aufgeflllt. Nach 4 min bei 98 °C {Bene Amp Thermocycler 9700,
wurden 2 pl Big Dye Pra-Mix (PE Applied Biosystern®, USA) zugefigt und die PCR
Uber 25 Zyklen unter folgenden Bedingungen durdligf

Tabelle 2.18:Reaktionsbedingungen fir Sequenz - PCR

Reaktionsschritt  Temperatur Zeit
Denaturierung 96 °C 10 s
Annealing 50 °C S5S
Extension 60 °C 4 min
Kihlung 4°C ¥

Im Anschluss an die PCR - Reaktion wurde die DNAdié Sequenzierung aufgearbeitet.
Zum PCR - Ansatz wurden 90 pl A. bidest, 10 pl 3Mdtiuimazetat - Losung (pH 4,8)
und 250 pl absoluter Ethanol (Mallinckrodt Baketgegeben und 15 min bei 14.000
RPM zentrifugiert (Eppendorf, Deutschland). Das DNRellet wurde mit 400 pl 70 %
igem Ethanol gewaschen und anschlieRend bei 560f& imin getrocknet. Die DNA
wurde in 30 pl A. bidest gel6st. Die Sequenzierung Auswertung erfolgten mit Hilfe
des Gene Analyzer ABI 310 Kapillar - Sequenzeraatiem (PE Applied Biosystems,
CA, USA) unter Verwendung der ABI DNA Sequencingadysis Software.

2.8 Plasmid - Konstruktion

Zur Konstruktion des PlasmidsAdshPLN; wurden mit Hilfe einer PCR, mit den
Primerpaaren HIFA-58mel-s/ HIFA-533Spel-a die Expressionskassette fur den U6-
Promotor und die PLN-shRNA17 aus dem Plaspfdl-PLN17 (zur Verfigung gestellt
von J. Kurreck) amplifiziert. Das PCR - Produkt deirmit Spel verdaut und mit einer
T4-Polymerase aufgefilltkgp 2.3.10 und anschlieRend in den pCR4BIlunt-TOPO -
Vektor kloniert. Die Expressionskassette wurde @rrmait Spel/Not| geschnitten und
Uber die gleichen Restriktionsschnittstellen in &asmidpAd.ME (Sipo et al., 2006)
inseriert. Dieses Plasmid wurde erneut 8uicl und Nhel verdaut. Die tberhangenden
Enden wurden aufgefillt und das Plasmid religi®as neu entstandene adenovirale
Shuttleplasmid wurde algpAdshPLN; bezeichnet (das Klonierungsschema ist in

Abbildung 2.2 angegeben).
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Abbildung 2.2: Klonierungsschema fiipAdshPLN,. Genaue Erklarung siehe Text. ITR laverted

Terminal RepeatU6p = U6 - Promotor, pA = poly A-Stopsignal, lae lac Promotor.



Material und Methoden 49

Als Kontroll - Plasmid dientpAdshCARA4,, (Fechner et al., 2007). Fur die Generierung
von pAdshCAR4,,, wurde das Shuttle - PlasmpAdshPLN, mit Pmel geschnitten und
religiert, wobei eineEco RI - Schnittstelle eliminiert wurdesiehe Abbildung 2.3.
Anschlielend wurde das Plasmid raitoRI verdaut und wieder religiert, wodurch ein
Spel - Schnittort entfernt wurde, was essentiell wam spater Adenoviren generieren zu
kénnen. In dieses Kontroll - Plasmid wurde eineSARjegen den Maus Coxsackivirus-
Adenovirus-Rezeptor tber didanmH| / Hind 1l - Schnittstellen hinein kloniert. Das
fertige Kontroll - Plasmid wurde alpAdshCAR4, bezeichnet. Die Richtigkeit der
Inserts wurde mittels Sequenzierumg dem Primerpaar Ad5-32Bgl Il / pZS2-3'UTRa

Uberprift.
Spel EcoRl Spel
EcoRl E"°R"Dmel ‘ Pmel EcoRI| EcoRI Prmel
Spel . Spel
Nofl Mot
AdITR AdJTR Verdau mit Pmel AdITR AdITR
tet O EE»
- Religation ! -
(=] (=]
pAdshPLN, ShPWN [ —> i
S 3
Verdau mit EcoRl
+
Religation
EcoRl ) Pmel
Hindilf Spel
Verdau mit
— BamHI/Hindlll
o
E _
(=]
|8}
+ shCAR4,,
BamH Hindilf AdITR AdITR
\ tet O, {Ugp. Yl
S
—_— pAdshCAR4,, |&
(=]
|8

shCAR4,,

Abbildung 2.3: Klonierungsschema fUpAdshCAR4,,. Genaue Erklarung siehe Text. ITRIaverted
TerminalRepeat U6p = U6 - Promotor, pA = poly A-Stopsignal, CARCoxsacki Adenovirus Rezeptor,

rot markierte Restriktionssites gehen beim Verdanoven.
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Fur die Generierung dimerischer AAV - Vektoren waidhs AusgangsplasmpodiAAV-
GFP-R2 (Fechner et al., in pre¥sverwendet (siehébbildung 2.5). Dieses enthalt
upstreamder 3’ ITR eine Mutation, die in einer partiellddeletion der Terminal
Resolution Sité¢trs) bzw. einer kompletten Deletion der D-Sequessaltiert Abbildung
2.4), wodurch die AAV-Vektor-DNA als dimerische DNA uias virale Kapsid verpackt
wird (McCarty et al., 2003).

T 1
T %
o
QO OO@
&
@ % D-S
&, K equenz
GCCTCAGTGCGAGCGAGCGCGGOAG = 37
o
& f CGGAGTCACTOGOTCGOTCGCGCG TETCTCCCTCACT SGWLAGGTAGTGATCCCCAAGG’[ -5
O
& @ I
&
& trs
T ¥
2 o
v

Deletiert im dimerischen AAY

Abbildung 2.4: Struktur des 3"- AAV2 ITR (Minus Strang). RBS =bBsomen Bindestelle, trsterminal
resolution site[Stratagene, La Jolla, CA, USA; (Chiorini et 41999)].

Fur die Herstellung der einzelnen dimerischen AA¥ektoren zur Expression von PLN-

shRNA, wurde wie folgt vorgegangen (Plasmidkartiehe Anhang):

pdAAV-CMV-GFP-shPLN: Das adenovirale PlasmidpAdshPLN, wurde mit
EcoRI/Hind Il geschnitten, wie aucpdAAV-CMV-GFP-R2 . Dabei wurden sowohl die
Expressionskassetten mit dem U6 - Promotor und BhBIs auch bGH pA-R2-U6p

heraus-getrennt. AnschlieBend wurden shPLN zusamméerdem U6 - Promotor in
pdAAV-CMV-GFP hinein kloniert. Durch einen erneuten Verdau yaAAV-CMV-
GFP-R2 diesmal nur mitHind Ill wurde das bGH pA erhalten und Gbldmd 11l in
pdAAV-CMV-GFP-shPLN inseriert. Dabei ist das neue Plasmid mit der Bdwring
pdAAV-CMV-GFP-shPLN entstandenAbbildung 2.5).
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Hindlll Hindlll EcoRl

Verdau mit Verdau mit Verdau mit
EcoRl/ Hindlll EcoRI [ Hindlll Hindll
Hindlll EcoRl Hindlll Hindlll
EcoRl Hind#i
\ R-ITR
+ trs
shPLN

Verdau mit
Hindlll

Hindlll EcoRl
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N + H
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Abbildung 2.5: Klonierungsschema fir pdAAV-CMV-GFP-shPLN. Genaukl&ung siehe Text. ITR =
Inverted Terminal RepeaCMVp = Cytomegalievirus Promotor, U6p = U6 - Praior, bGHpA =bovines
Growth Hormonpoly A-Signal, GFP = Green Fluorescent Protein.

pdAAV-CMV- 3-shPLN: Das CMV{3-Aktin Fragment wurde mi€la I/Not | auspAAV-
R2R4 (Fechner et al., in pre3sherausgeschnitten und pdAAV-CMV-GFP-shPLN
kloniert, in dem zuvor mit einer@la I/Not | Verdau der CMV - Promotor und die GFP-

cDNA entfernt wurdenAbbildung 2.6). Das fertige Plasmid bestand nun unter anderem
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aus einem CMV - Promotor, einer nichtkodieren@dntron - Sequenz, einer bgH - poly
A - Sequenz, sowie den in inverser Orientierungniesten U6 - Promotor mit der PLN-
shRNA.

Verdau mit
Notll / Clal
Verdau mit
Notil / Clal
Nofl Cfal shPLN
Nod cial
m> p-glakin intron +

shPLN

pdAAV-CMV-R-shPLN

Abbildung 2.6: Klonierungsschema fur pdAAV-CMV-shPLN. Genaue Erklarung siehe Text. ITR =
Inverted Terminal Repea€CMVp = Cytomegalievirus Promotor, U6p = U6 - Pador, bGHpA =bovine
GrowthHormonepoly A-Signal.
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pdAAV-shPLN: Durch einen singularen Verdau niiot | von pdAAV-CMV-GFP-

shPLN und einer anschlieBenden Religation wurde der GMAYomotor und die GFP -
cDNA gewonnen un@gdAAV-shPLN via Not | - Religation generiertAbbildung 2.7).

Notl Nofl Cial shPLN

Verdau mit
Not | und
Religation

Abbildung 2.7: Klonierungsschema fur pdAAV-shPLN. Genaue Erklargighe Text. ITR =nverted
TerminalRepeatU6p = U6 - Promotor, bGHpA bovine Growth Hormoneoly A-Signal.

pdAAV-GFP-shPLN: Der CMV Promotor wurde durch ein Doppelverdau kg 1/Sac
| aus pdAAV-CMV-GFP-shPLN herausgeschnitten, anschlieBend wurden die
Schnittstellen mit T4 - Polymerase aufgefiillt uetigiert (Abbildung 2.8).



Material und Methoden 54

Verdau mit Afful f Sacl
& Auffullreaktion
mit T4 & Religation

shPLN

Abbildung 2.8: Klonierungsschema fir pdAAV-GFP-shPLN. Genaue Etkig siehe Text. ITR nverted

Terminal RepeatGFP = Green Fluorescent Protein, U6p = U6 - PtomdGHpA =bovine Growth
Hormonepoly A-Signal.

pdAAV-3-shPLN: Um den CMV - Promotor zu entfernen, wurde ein Deipprdau mit

Not I/ Sacl an pdAAV-CMV- 3shPLN vorgenommen und nach T4 - Polymerase-
auffillung das Plasmid religierAbbildung 2.9).

Not Sacl

Verdau mit Nod /7 Sacl
und Auffiillreaktion
mit T4 & Religation

shPLN

L-ITR]B-globin intro

pdAAV-B-shPLN

Abbildung 2.9: Klonierungsschema fiir pdAAV-shPLN. Genaue Erklarung siehe Text. ITRnwerted
Terminal RepeatU6p = U6 - Promotor, bGHpA bovine Growth Hormonpoly A-Signal.
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2.9 Zellbiologische Methoden

2.9.1 Zell - Passagierung

Die adharent wachsenden Zellen wurden bei 80 -%@onfluenz durch Trypsinierung
vom Kulturboden abgelost. Dazu wurden die Zellen RBS (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) gewaschen (5 ml pro 25 ctew. 10 ml pro 75 cfh- Kulturflasche) und
mit 2 ml Trypsin -Losung (Sigma) 2 bis 3 min bei 3Z inkubiert. Die Trypsinierung
wurde dann mit 5 Vol FKS - haltigem Kulturmediumsggppt und die Zellen durch
vorsichtiges Auf- und Ab-pipettieren vereinzelt. @uPassagieren der Zellen wurden
diese im Verhaltnis 1:3 bis 1:10 auf neue ZellkigafalRe verteilt. Fir experimentelle
Anséatze wurde die Zellzahl mit Hilfe einer NeubaueiZzdhlkammer Kap. 2.9.5
bestimmt. AnschlieRend wurden die Zellen entspredhger gewinschten Zellzahl in
neue Kulturgefal3e ausgesat.

Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % g@ehalten. Die Passagierung der Zellen erfolgte
alle 3-5 Tage.

2.9.2 Reaktivierung konservierter Kulturen

Die frisch aufgetauten Zellen wurden in ein 15 rRéhrchen mit 10 ml zellspezifischem
4 °C kalten Kulturmedium pipettiert und vorsichtilyrchmischt. Die Zellsuspension
wurde 5 min bei 1.200 RPM bei 4 °C zentrifugier81BR Zentrifuge, Eppendorf,

Deutschland). AnschlieRend wurde das Zellpellet5irml auf 37 °C vorgewarmtes
Kulturmedium resuspen-diert, in eine 25%n¥ellkulturflasche tberfiihrt und bei 37 °C
und 5 % CQ inkubiert. Nach 24 Stunden erfolgte ein Wechseal Kalturmediums. Je

nach gewunschter Konfluenz wurden die Zellen wgatessagiertKap. 2.9.1).

2.9.3 Calcium - Phosphat - Transfektion

Die Transfektion adharent wachsender Zellen wurdehnder Calcium - Phosphat -
Methode durchgefuhrt. Die Zellen wurden so ausgedats sie 24 h spater eine
Konfluenz von 60 - 80 % erreichten. Der Transfaks@nsatz enthielt 1 - 2 ug DNA, 125
- 250 pl 0,25 M CaGlund 125 - 250 ul HBS(Bsp. fur 12-Well Platten je Well 150 ul
0,25 M CaC} + 150 pl HBS). Dieser wurde fur 1 - 2 min bei Rikubiert und dann
tropfenweise zu den Zellen pipettiert. Nach 24 kubation bei 37 °C und 5 % GO

erfolgte ein Mediumwechsel.



Material und Methoden 56

*Transfektionspuffer (2 x HBS): NaCl 280 mM
HEPES 50 mM

Na2HPO4 150 mM
Puffer auf pH 7,05 einstellen.

2.9.4 Herstellung von primaren neonatalen Rattenkardiomyayten

Primare neonatale Rattenkardiomyozyten (PNRK) wuies dem ventrikularen Gewebe
von ein bis drei Tage alten Wistar Ratten (ChaReser, Berlin, Deutschland) isoliert,
wobei ein vorVetter et aletabliertes Protokoll verwendet wurde (Vetterlgtl®98).

Die Tiere wurden vor Beginn der Praparation miteein70 % Ethanol haltigen Tupfer
gereinigt. In Rickenlage wurden diese mit einerz@tie fixiert und mit einer Schere
dekaptiert. Es erfolgte ein Sternalschnitt bis ZZwverchfell. Durch leichten Druck mit
der Pinzette wurde das Herz an der Schnittstadlgtlsar, entnommen und in eiskalte 1 x
ZIM/PS-Lésung transferiert. AnschlieRend wurden von den Venlnikdie Vorhofe,
Gefalie, Fett- und Bindegewebe entfernt. Die gegtniVentrikel wurden nochmals in 1
x ZIM/PS Losung Uberfuhrt und gewaschen. Die Vé&etriwurden dann mit zwei
Skalpellen in ca. 1 mfrgroRRe Stiicken geschnitten und zweimal in Antikifreier ZIM

- Lésung gereinigt. Nach Uberfiihrung der zerklgieer Ventrikel in einen 50 ml
Erlenmeyerkolben erfolgte der Gewebeaufschlus$imill x ZIM - Trypsin Losunfiir

15 min bei 37 °C unter Rihren in einem Wasserbaat. Iberstand wurde vorsichtig
abgenommen und in ein 50 ml Réhrchen mit 4 ml diskaFKS tberfihrt und 10 min
bei 400 g bei RT zentrifugiert. Das Pellet wurde2iml CMRL 1415 - Medium + FKS
(1:1) resuspendiert und auf Eis gelagert. Dieseaitselwurden solange wiederholt, bis
sich die Gewebestiicken fast vollstandig aufgel@steh. Die gesammelten Uberstande
aus den resuspendierten Zellpellets wurden gepoult erneut fir 10 min bei 400 ¢
zentrifugiert. In Abh&angigkeit von der Anzahl dergparierten Herzen, wurde das
Zellpellet in Komplettmediuthaufgenommen (1 Herz = 1 ml Medium, 60 Herzen = 60
ml Medium) und auf 1 bis 3 75 énZellkulturflaschen tbertragen und fiir 90 min bei
37 °C in einem Inkubator (0 % GO5 % Q) inkubiert. In dieser Zeit erfolgt ein
selektives Anheften von Nicht - Muskelzellen. Damawrde der Uberstand mit den an-
gereicherten Kardiomyozyten abgenommen und in eeee Flasche tberfuhrt und die
Zellzahl bestimmt. Je nach experimenteller Verwemgduwurden die Zellen in
entsprechenden Zellkulturplatten in Komplettmediaosgesat. Nach 24 h wurde das
Medium gegen Vollmediumausgetauscht. 48 h bis 72 h nach Praparationnhdite

PNRK eine aus-reichende Zelldichte erreicht undndsa fiir weiterfUhrende
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experimentelle Untersuchungen zur Verfligung. Danaamffolgte alle 48 h ein

Mediumwechsel.

& ZIM/PS (Calciumfreies Phosphat gepuffertes Zellisolieemgdium mit Penicillin und
Streptomycin):

Konzentration Mediumzusatz

120 mM NaCl

4,56 mM KCI

0,44 mM KHPO,

0,42 mM NaHPQ®

25 mM NaHCG
5,55 mM Glukose
3.830 U/ml Streptomycin
5.000 U/ml Penicillin

P ZIM - Trypsin Losung: ZIM - Lésung ohne P/S mit 0,25 % TrypsBiochrom AG,
Deutschland)

°FKS (Fetales Kalberserum, Biochrom AG, Deutschland)

4 Komplettmedium (500 ml) :

Konzentration

Mediumzusatz

415
10
10
20

5,4

ml
%
%

pg/ml
mM

1,26 mM

2,8

®Vollmedium (500 ml) :

mM

CMRL 1415 - ATM - Medium (Biochrom AG dtschland)
FKS

HS (Biochrom AG, Deutschland)

Gentamycin (Biochrom AG, Deutschland)

KCI

CacCl

Glukose

Konzentration

Mediumzusatz

415
10
20

5,4
1,26
2,8

2

ml

%
pg/ml
mM
mM
mM
UM

CMRL 1415 - ATM - Medium (Biochrom AG dtschland)
FKS

Gentamycin (Biochrom AG, Deutschland)

KCI

CacCl

Glukose

FUDR (Aldrich, Deutschland)
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2.9.5 Zellzahl - Bestimmung

Die Zellzahl und der Anteil lebensfahiger Zellenrden durch Anfarbung der Zellen mit
einer Trypanblau - Lésung (Biochrom AG, Deutschlanceiner Neubauer - Zéahlkammer
(Neubauer, Deutschland) unter dem Mikroskop bestinimypanblau farbt lediglich tote
Zellen aufgrund ihrer defekten Membranstruktur. Berechnung der Zellzahl erfolgte
nach folgender Formel:

Zellzahl (Zellen / ml) = [(Q1+Q2+Q3+Q4)/4] x VF x 0*

Q: Zellzahl in einem grof3en Quadrat
VF: Verdunnungsfaktor

2.9.6 Herstellung von Homogenaten aus PNRK

Die Homogenate aus PNRK dienten fur biochemischesMiegenKap. 2.9.7und2.9.8.

Zu den entsprechenden Untersuchungszeitpunkten ewudie transduzierten PNRK
einmal mit C4" - freien PBS gewaschen und anschlieBend in 2 rakfiResgefaRen
pelletiert und bei — 80 °C gelagert. Bei der Homugation entstehen aus myozytaren
Membranen (Sarkolemm, SR, mitochondriale Membraneie) verschiedene Regulator-
proteine enthalten (u.a. PLN, SERCA), Membranfragime  Das
HomogenisationsmediumTéb. 2.19 bewirkt aus thermo-dynamischen Grinden die
spontane Bildung von Membranvesikeln. Jedes Vesikklet ein abgeschlossenes
membranstandiges Kompartiment mit den entsprecimei@®" - Transportproteinen.
Aufgrund dieser Vesikelbildung sind €a Fluxmessungen in Homogenaten aus PNRK
moglich. In Abhangigkeit von der gewéhlten “€a Fluxmethode, kénnen sowohl
retikulare als auch sarkolemmale®Ca Transporte selektiv untersucht werden (Vetter et
al., 1995). Nach Resuspendierung der tiefgefrorgmatetierten PNRK mit je 200 pl
eiskaltem Homogenisationsmedium erfolgte die Ubetfiig in Mini - Glas - Potter.
Darin wurden die PNRK durch zehnmaliges Auf- und&lwegen mit einem Teflonpistill
auf Eis homogenisiert und anschlieRend in 50 plgudis in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei — 80 °C bis zur weiterenséadung gelagert.

2.9.7 Oxalat - stimulierte Ca®* - Aufnahme in das Sarkoplasmatische Retikulum

Die Messung der Aktivitat des PLN/SERCA - katalysia C&" - Transportes des SR
erfolgte durch die Oxalat - stimulierte AufnahmenaCa" in die Membranvesikel des
SR, die in PNRK-Homogenaten enthalten sind. BeseheMembranvesikeln ist bei tber
90 % die Lipidschicht nach aul3en angeordnet, sisemecine sogenannte ,Right-Side-
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Out“ - Orientierung auf, weshalb unter vitro Bedingungen die G&- ATPase SERCA
unter ATP - Verbrauch daSC&* aus dem Reaktionsmedium in das Lumen des SR -
Vesikels transpor-tieren kann. Dies&€&" bildet zusammen mit Oxalatanionen im
Vesikel schwer losliched®Ca - Oxalat, was innerhalb der SR - Vesikel praizgi
Dadurch wird die freie, intra-vesikuldre €a Konzentration niedrig gehalten, so dass die
Ca - Pumpe G4 gegen einen verminderten Konzentrationsgradieintelie SR - Vesikel
transportiert. AuRerdem kann so der passivé® GaEfflux aus den SR - Vesikeln
minimiert und somit vernachlassigt werden.

Durch diesen Oxalateffekt wird die in SR - Vesikétansportierte C3 - Menge im
Vergleich zur transportierten €a- Menge ohne Oxalatzusatz ca. 100 fach gesteigert.
Dadurch ist eine Bestimmung des SR'GaTransports in PNRK - Homogenaten ohne
Praparation von SR -Membranfragmenten mdglich. ®R®zesse sind ibbildung 2.2

schematisch dargestellt.

Mg - ATP Mg - ADP + P

Membranvesikel

2-
Oxalat

45 2+

Ca

+

Oxalat % 45

lT Ca

2+ 45Ca—OxaIat (gelost)

‘'t

*>ca-Oxalat Prazipitat

Anionenaustauscher
2+

Efflux

Abbildung 2.2: Prinzip der Oxalat - stimulierten €a- Aufnahme. Senkung der intravesikuldren freien

Cd" - Konzentration durch Ca - Oxalatprézipitation.a@ gelangt iiber einen Anionenaustauscher in das
Vesikelvolumen. SERCAZ2a arbeitet dabei gegen emedrigeren Konzentrationsgradienten und es kommt
somit zu einer Steigerung der aufgenommenefi CMenge um den Faktor 100. SERCA2a - Isoform 2a
der Ca - ATPase des sarkoplasmatischen Retikulehid,- Phospholamban.
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Fur die Bestimmung des Oxalat-stimulierten*Ca Transport wurde die Millipore -
Vakuum - Filtrationsmethode unter Verwendung vondigaktiv markiertem
Calciumchlorid {°CaCb) eingesetzt (Kozlowski et al., 1994; Solaro aniy@s, 1974).
Hierbei wurde eine Probe des Homogen&iap( 2.9.8 aus zuvor transduzierten PRNK
(Kap. 2.12 mit einem Reaktionsmediuntdb 2.19 inkubiert, das radioaktiv markiertes
>Ca* enthielt. Die freie C4 - Konzentration wurde mit Hilfe eines €EGTA -
Puffersystems eingestellt.

Tabelle 2.19:Homogenisationsmedium: Zusammensetzung des Raa#tisatzes (200Q):

Reaktionsansatz Volumen (2001) Endkonzentration
160 mM Imidazol 40 mM
20 mM MgCb 50 pl 5mM
400 mM KCI 100 mM
0,1 M NaN 20 pl 10 mM
2mM EGTA 20 pl 0,2 mM
50 mM ATP Tris 20 pl 5mM
300 mM CrP 4 ul 6 mM
H.O 52,8 ul

5 mM **CaCl, 3,2 ul 0,1375 mM
0,1 M K-Oxalat 20 pl 10 mM
Homogenat 10 pl 3-4ug

Da in PNRK - Homogenaten auch Membranfragmente S8askolemm und der
Mitochondrien mit anderen &4- Transportsystemen enthalten sind, wurden besiedie
Protokoll die Reaktionsbedingungen so gewahlt @retnd Will, 1986; Solaro and
Briggs, 1974), dass nur der retikulare PLN/SERCAZ&atalysierte C4 - Transport
gemessen wurde. Durch die Zugabe von 10 mM Naitde die mitochondriale €a-
ATPase inhibiert. Die Inakti-vierung des NafCa Austauschers erfolgte durch Arbeiten
im Na - freien Milieu. Unter den gewahlten Reaktionsibedingen ist der Anteil der
ATP - abhangigen G& - Aufnahme in sarkolemmale Vesikel, der durch die
Plasmamembran - &a- ATPase (PMCA) katalysiert wird, vernachlassighdein
(<5%) (Vetter and Will, 1986). Zur Einstellung rdgewiinschten freien €a -
Konzentration im CH/EGTA - Puffer wurde die Zugabe von 5 mfCaCl, variiert,
wobei die EGTA - Konzentration mit 200M immer konstant geblieben ist.

Nach einer Vorinkubation des Reaktionsgemischeg finin bei 37 °C wurde die €a

Auf-nahme durch Zugabe des Homogenats zum Reaktisatz gestartet. Der Oxalat -
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stimulierte C4&" - Aufnahmeprozess wurde nach 3 min wie folgt beend50 | des
Reaktionsmediums wurden auf einen ZellulosememiienfME 25 (Schleicher &
Schuell, BioScience, Dassel, Deutschland, Poremgr@45 m) gegeben und
vakuumfiltriert. Dadurch wurden die Vesikel von diem Reaktionsmedium enthaltenen
C&”*, ATP und anderen Bestandteilen umgehend getrBumech sofortiges Spiilen mit 2
x 3 ml eiskalter Waschlosung (2 mM EGTA, 100 mM K&0 mM Imidazol, pH 7,0)
wurden evtl. noch laufende €a Transportvorgange voll-standig gestoppt, sowiehn
vorhandenes extravesikuldres*Cenit EGTA komplexiert und durch Filtration entfernt
(siehe Versuchsaufbabb.2.3).

EGTA-Stopplésung (b)

Membranfilter (c) [ ] / Probe (a)
[ — |
’—L>

Vakuum

Abbildung 2.3: Versuchsaufbau der Millipore - FiltrationsanlaBas Reaktionsmediuifa) wurde auf den
Membranfilter (c) gegeben und vakuumfiltriert. Danach wurde einep@tisung(b) hinzugegeben und
schnell vakuumfiltriert. Genaue Erklarung siehetTex

Die verbliebene filterassoziierte €a Menge entsprach der in SR - Vesikel durch die SR
Cd* - ATPase transportierten €a Menge. Die Filter wurden in Szintillationsréhesh

bei 60 °C fur 30 min in einem Warmeschrank getretkiNach Zugabe von 5 ml
Szintillationsflussigkeit (Irgasafe Plus, Zinssenalytic, Frankfurt, Deutschland) wurde
die - Strahlung als MaR fir die filterassoziiefRCa" - Menge im Fliissigkeits -
Szintillationszahler (Liquid Szintillation AnalyzerTRI-CARB 2200CA, Packard
BioScience GmbH, Dreieich, Deutschland) nach 8-ih&n gegerf°Ca - Standard
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gemessen. Der Variationskoeffizient liegt bei diesdethode unter 5 %.

Doppelbestimmungen wurden bei einer oder verschistéeien [C&] durchgefiihrt.

2.9.8 Protein Kinase A stimulierte C&" - Aufnahme in das Sarkoplasmatische
Retikulum

Um dem Einfluss des PhosphorylierungszustandesPidn auf die C&" - Aufnahme in

das SR von transduzierten PNRK zu untersuchen,emunierfir bei einer freieffCaCh

- Konzentration von 0,34 pM entweder 2 pM syntlottes Protein Kinase A (PKA)

Inhibitor Protein [PKI6-22)Amid] oder 2 uM katalgthe (c) Untereinheit der cAMP

abhangigen Protein Kinase A verwendet. Der PKA Hitbi wurde eingesetzt, um

maogliche endogene PKA - Aktivitdten in den Homogdenazu unterdriicken. Ansonsten

wurde wie inKapitel 2.9.7 verfahren.

Alle Calcium - Aufnahme Experimente, sowie die dafibtwendigen Vorbereitungen,

wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe \on R. Vetter (Institut fur

Klinische Pharmakologie und Toxikologie, Campus jBemn Franklin, Charité -

Universitatsmedizin Berlin, Deutschland) durchgefiih

2.10 Proteinbestimmung in Kardiomyozyten

PNRK wurden zweimal mit eiskaltem PBS gewascheniar00 ul 1 x Lammli Puffer*
aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in Eiswagseinem Bioruptor (Diagenode,
Liege, Belgien) beschallt, um die freigesetzte DRlAzerstéren (Einstellungen: ,high*,
30 s on/ off Intervalle fur 15 min). Die Proben wan fir 5 min bei 37 °C erwéarmt und
fir 1 min bei 9700 g zentrifugiert. Von dem klargberstand wurde ein Aliquot fir die
Proteinbestimmung mit dem DC Protein Assay verwen@o-Rad Laboratories,
Munchen, Deutschland). Der Rest wurde bei — 80€l@gegrt.

Die Auftrennung der Proteine erfolgte nach der MdthvonSwank & MunkregSwank
and Munkres, 1971) m.H. der SDS Polyacrylamidgkted@horese (SDS - Page) mit
einem Gelgradienten von 7,5 - 15 %. Dafur wurdenRioben erneut fir 5 min auf 37 °C
erwarmt. Es wurden je 5 pg Protein pro Geltaschigettagen. Nach der Elektrophorese
wurde das Gel Uber Nacht bei 40 V auf eine PVDF Kiem (Roche, Mannheim,
Deutschland) geblottet. Anschlielend wurde der Blweersibel mit Ponceau Rot (Sigma -
Aldrich) angefarbt, um die gleichméalRige Proteindaelay und den Transfer zu
kontrollieren. Entfarbt wurde der Blot in 0,5 | TRE50 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 7,4)
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fur 10 min bei RT. Danach erfolgte die Blockierunginspezifischer
Proteinbindungsstellen der PVYDF Membran mit einam faltigen TTBS - Puffer mit

0,5 % Magermilchpulver fiur 1 Stunde bei RT. Nachimhaligem Waschen fur je 10 min
in 0,5 | TTBS erfolgte die Inkubation mit verdinntBrimarantikérpernTab. 2.20 bei

4 °C Uber Nacht. Im Anschluss wurden die Blots 8irStunden mit Meerrettich-
Peroxidase konjuguierten Sekundarantikbrpern (Ziage - Maus oder Ziege anti -
Kaninchen) (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USAehandelt. Zwischen den
einzelnen Inkubationsschritten wurden die Blotgljeimal fur 10 min mit 0,5 | TTBS
gewaschen. Eine SR - Membran - Praparation auserietizen diente als Positiv-
kontrolle. Die Visualisierung der Signale erfolgt@t dem ,Supersignal West Femto
Maximum Sensitivity Substrat® - Kit (Pierce Bioteutlogy) und Hyperfim ECL

(Amersham/ GE Healthcare). Die Signalstarke wurdd.ndes Bio-Rad Calibrated GS-

800 Scanner und der Quantity One Software (Bio-Rdubratories) quantifiziert.

Tabelle 2.20:Verdiinnung der Primarantikdrper

Antikorper Verdiinnung Ursprung Hersteller
Anti-PLN 1:4.000 Maus Monoklonal Biomol
Anti-SERCA2 1:5.000 Kaninchen Polyklonal Dianova
Anti-Tnl 1:45.000 Kaninchen Polyklonal RDI
Anti-CSQ2 1:1.000 Kaninchen Polyklonal Biomol
Anti-NCX1 1:8.000 Kaninchen Polyklonal Swant

* LAmmli - Puffer (Biorad, Minchen, Deutschland) und 357,5 mM Metaathanol, Ansatz vor Gebrauch
mit dest. Wasser 1:2 verdlinnen

** TTBS: 10 mmol/l Tris-HCI, pH 7,6; 150 mmol/l NaCl, 0,1 ¥wveen-20

Alle Proteinbestimmungen, sowie die dafur notweadigvorbereitungen, wurden in
Zusammenarbeit mit den Arbeitsgruppen von Dr. Ritére(Institut fir Klinische
Pharmakologie und Toxikologie, Campus Benjamin kian Charité -
Universitdtsmedizin Berlin, Deutschland) und PrgdftM.J Lamers (Department of

Biochemistry, Erasmus Medical Center, Rotterdang Netherlands) durchgefihrt.



Material und Methoden 64

2.11 Konstruktion und Produktion adenoviraler Vektoren

Die adenoviralen Vektoren wurden duram vitro Ligation der Shuttle - Plasmide
pAdshPLN; und pAdshCAR4,, mit dem ,Long - Arm* der Adenovirusmutante RR5
generiert und in HEK 293 Zellen propagiefbp. 2.4). Bei RR5 handelt es sich um das
adenovirale WildtypgenorAd-dI309 mit Deletionen der E1 - Region (Nukleotide 445 bis
3333) sowie der fur die E3 - Proteine 14,7 kDa &®iD & (Nukleotide 30.005 bis
30.750) kodierenden adenoviralen Gene (Hatfield ldedring, 1993). RR5 verfiigt Gber
eine singular&bal - Schnittstelle an Nukleotidposition 3333 desAdvirusgenoms.

2.11.1 Generierung des RR5 - Long - Arm

Aus 5 x 16% RR5 - Viruspartikeln wurde die DNA isolie€&p. 2.3.2 und in einem 1 ml
Restriktionsansatz (RR5 - DNA 80 - 100 pu#gp. 2.3.8.9 mit 400 UnitsXbal (NEB,
Frankfurt, Deutschland) UN bei 37 °C verdaut. Nacheuter Zugabe von 80 Kbal
erfolgte eine weitere Inkubation von 4 h bei 37 °Bnschlieend wurde das
Restriktionsenzym fir 5 min bei 60 °C inaktivieHEs erfolgte eine elektrophoretische
Uberpriifung eines Aliquots auf vollstandige Resioik (Long - Arm 33,33 kb und Short
- Arm 0,57 kb), bevor der restliche Ansatz dephosgiert wurde Kap. 2.3.8.3. Die
Trennung beider Fragmente erfolgte durch Ultradegation auf einem Sucrose-
Gradienten Kap. 2.11.2.3. Die Fraktionen mit der 33,33 kb RR5 - Bande veurd
gesammelt, gefallt und in TE - Puffer gelost. Abtgi von 1 pg wurden bei — 20 °C

gelagert.

2.11.2 Generierung und Propagation adenoviraler Vektoren
2.11.2.1 Ligation und Vorkultur
Fur die Ligation wurde das adenovirale Shuttle asRlid mit Spel geschnitten und

500 ng in einem 40 pl Reaktionsansatz mit 1 pgereigigtem RRS5 - Long - Arm ligiert
(Kap. 2.3.9. Mittels Calcium - Phosphat Transfektion (Ca-R;KiStratagene,
Deutschland) wurde unter Verwendung des Ligatiosasa@es die am Vortag auf einer
60 mm - Kulturschale ausgesaten HEK 293 - Zellddf @ellen) transfiziert und tber
Nacht bei 37 °C und 5 % GOnkubiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen nBSP
gewaschen und mit Low - melting - Agaros@p. 2.11.3 Uberschichtet. Nach 7 bis 14
Tagen bildeten sich virale Plagues von denen 5 1fisauf der unteren Seite der

Kulturschale markiert, mit einer 1000 ul Pipettatspgepickt und in 500 pl des mit 2 %
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FKS versetzten DMEM Low Mediums* aufgenommen wurdBraque - Losung). Zur
Amplifikation der isolierten Plaques wurden jewed80 ul der viralen Plague - Lésung
auf neue HEK - 293 - Zellen gegeben und fir 2 lulosgrt. Danach wurden pro 60 mm
Schale 4 ml DMEM (High Medium) mit 10 % FKS zugegrhlund weiter inkubiert.

Ad (1- 242) Ad-d|309 - RR5
.y

\\ Xba | (nt 560)
[ - .

UB Promotor o _|1R 2 TR
pAdshPLNr — Xba | - Verdau
b
shPLN .7 .
short arm long arm
Reinigung iiber
Sucrose-Gradient
Spe Restriktion mit
Spel

— O — |

long arm
Linearisiertes pAdshPLN ¢

Ligation und Transfektion
In HEK293 Zellen

Abbildung 2.4: Produktionsschema von rekombinanfeatshPLN, (modifiziert nach Sipo I., Dissertation
2007). Genaue Beschreibung siehe Text.

In der Regel wurde zwischen 5 und 7 Tagen ein kettgsl zytopathogener Effekt (CPE)
durchlaufen. Daraufhin wurde das Zelllysat geerntet1l5 ml - Falcon - Rdhrchen
Uberfuhrt und durch dreimaliges Einfrieren in figssn Stickstoff und Auftauen bei
37 °C im Wasserbad aufgeschlossen. Das Lysat wtildes min bei 3.000 RPM
(Centrifuge 5810 Eppendorf, Wesseling, Deutschlared)jtrifugiert. Vom virushaltigen
Uberstand (Primar -Lysat) wurden jeweils 500 pl wmaiteren Amplifikation, wie oben

beschrieben, verwendet. Nach 5 Tagen wurden ededgin und Kulturmedium geerntet.
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Von dem dabei erhaltenen Sekundar - Lysat wurdemil jn 2 ml Eppendorf - Réhrchen
Uberfuhrt und 10 min bei 3.000 RPM in der Tischaérge (Eppendorf, Wesseling,
Deutschland) zentrifugiert. Aus dem Zellpellet &gte die DNA - Isolation mittels DNA

- Extraktion - Kit (PeqLab, Erlangen, Deutschlandach Herstellerangaben und
anschlieBend die Kontrolle auf spezifisches Tramaged RR5 - Vektorhintergrund mit
dem Primer - Paar Ad5 3243gl Il / Ad5 4600 as und auf replikationskompetente
Adenoviren (RCA) mit dem Primer - Paar Ad5 331%&d5 4600as mittels PCR. Zur
Uberprifung der Inserts wurden, abhangig vom Insausatzlich spezifische Primer
verwendet. Das RCA - freie und auf Transgen pogjétestete Sekundar - Lysat wurde
weiter propagiert und zur Produktion von Adenovirergrol3erer Menge verwendet (wie

oben beschrieben).

*Low-Medium: DMEM + 2 % FKS + 1 % Penicillin/Streptomycin

2.11.2.2 Adenovirus - Praparation

Das RCA - freie Sekundar - Lysat (500 ul) wurdaajimallig auf die auf einer 60 mm -
Kulturplatte ausgesaten HEK 293 Zellen gegeben imd30 min inkubiert. Danach
wurden 4,5 ml Low - Medium zugegeben. Nach ca. gehawar der Zellrasen komplett
lysiert (3. Lysat). Die Zelllysate von drei Schalearden gesammelt und in einer sterilen
250 ml - Flasche mit 180 ml Low - Medium gemiscghn 14,5 cm Zellkultur - Schalen
mit konfluenten HEK 293 - Zellen wurden mit 10 nB® gewaschen und 9 Platten mit
jeweils 20 ml der Virus-/ Low-Medium - Lésung inigzt. Eine Schale diente als Zell -
Kontrolle. Nach 4 Tagen wurde das entstandene \firugsat der 9 Schalen in 250 ml
Erlenmeyerkolben dberfihrt und mit Nonidet-P40 (Eorzentration: 0,5 %) zum
Zellaufschluss versetzt, durchmischt und 10 minREiinkubiert. Die Suspension wurde
dann fur 10 min bei 13.000 RPM (20.000 x g) beC43-25 Zentrifuge und JA-25 Rotor,
Beckman) zentrifugiert und der virushaltige Ubenstain einen sterilen 250 ml
Erlenmeyerkolben dberfihrt. Die Viruspartikel wunde€lurch  Zugabe von 0,5 Vol
PEG/NaCl-Puffer (20 % PEG, 2.5 mM NaCl) idber Nabbkt 4 °C prazipitiert. Dann
erfolgte eine Zentrifugation bei 13.000 RPM fur dbn bei 4 °C. Das Virus - Pellet
wurde in 4 ml TBS in einem Polypropylen - Réhrchen gelést und b808.RPM fur

5 min bei RT zentrifugiert und Uber Ultrazentriftiga auf Casium - Chlorid gereinigt
(Kap. 2.11.2.3.

* TBS: CaCl 2 mM, MgChL 2 mM, NaCl 150 mM, Tris-HCI (pH 7,04)
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2.11.2.3 Adenovirus - Reinigung durch Ultrazentrifugation

Zu 4 ml virushaltigem UberstandKdp. 2.11.2.2 wurden 2 g CsCI (Sigma) gegeben
(Dichte von 1,34 g/ml). Der Ansatz wurde 1 h béiinkubiert und die Zellbruchstticke

bei 3.000 RPM fur 10 min bei RT abzentrifugiert.ttdis einer Pasteur - Pipette wurde
der Uberstand in zwei Beckman - UltrazentrifugeR6hrchen (2 ml/Tube) tberfihrt.

Beide Rohrchen wurden durch Zugabe einer 1.34 @s@l - TBS - Losung austariert

und die Ro6hrchen mittels eines Tube - Topper - éfea(Beckman, USA) versiegelt.

Nach der Zentrifugation bei 90.000 RPM fir 3 h B8i °C (Beckman Ultrazentrifuge,

TLA-120 Rotor) wurden die viralen Partikel als weif3opaleszierender Ring sichtbar.
Der Virus - Ring wurde mit einer sterilen InsulirBpritze abgezogen und in ein 1,5 ml
Eppendorf - Gefal3 Gberfuhrt und von Uberschissige@l befreit Kap. 2.11.2.3.

2.11.2.4Entfernung des CsClI - Salzes

Die Entfernung des CsCI - Salzes aus der geremigteenoviren - Fraktion erfolgte tber
Gelfiltrations - Chromatographie auf NAPTM - Saul@mersham Biosciences, USA).
Die Saule wurde zunachst mit 25 ml TBS aquilibriBd@nach wurde 1 ml von der Virus -
Probe direkt auf die Saule gegeben und der Durthiat 2,5 ml TBS aufgefillt.
Anschlie3end wurde die Saule mit weiteren 6 ml g@®aschen und die Eluate in 1,5 ml
Eppendorf - Gefal3en in 12 Fraktionen a 0,5 ml dafygen. 10 ul jeder Fraktion wurden
mit 90 pul TBS gemischt und die Absorbtion bei 260 im Genesys 6 UV - Spektrometer
(Thermo Electron Corporation, USA) gemessen. Dieakffonen mit hohen
Konzentrationen wurden gepoolt und erneut bestinig. Virus - Losung wurde mit
Bovines Serum Albumin (Endkonzentration 1 mg/ mimz Stabilisieren des Virus
gegenuber dem Gefriervorgang versetzt und in 50i41200 pl Aliquots bei — 80 °C
gelagert. Aus einem 200 ul Virus - Aliquot wurdee dDNA isoliert und mittels PCR
nochmals auf Vorhandensein des Transgens und aéf R@&ontamination tberprift.
Zusatzlich wurde die Integritit des Virus - Genordsirch ein spezifisches

Restriktionsmuster midind 11l kontrolliert.

2.11.3 Titer - Bestimmung der rekombinanten Adenoviren

2.11.3.1 Bestimmung der adenoviralen Partikelkonzentration
Die Ermittlung der adenoviralen Partikelkonzentraterfolgte durch die Bestimmung der

Gesamtzahl aller Viruspartikel in einer Viruslésyogtical particle units, opu). 10 ul der

gereinigten Virus - Lésung wurden in 90 ul TBS verdt und die optische Dichte (OD)
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bei 260 nm im UV - Spektrometer gemessen. Die ldriahl wurde nach folgender

Formel berechnet:

Konzentration (in Partikel/pl) =ODgo x 10 x 18

2.11.3.2Plaque Assay zur Bestimmung der biologisch aktivenadenoviralen
Partikelkonzentration
Mit Hilfe des zytotoxischen Plaque - Assays lassh slie Anzahl biologisch aktiver
(infektidser) Viruspartikelglaque forming unitspfu) ermitteln. Die Bestimmung erfolgte
Uber eine absteigende Verdinnungsreihe. Dazu wut@epl Virus - Probe in 990 ul
DMEM Medium (mit 2 % FKS) aufgenommen (i0Verdiinnung). Diese 10 -
Verdiinnung wurde bis auf adekadisch weiter verdiinnt. AnschlieBend wurden |900
der jeweiligen Verdinnungen auf 6-Loch - Plattert kainfluenten HEK 293 - Zellen
gegeben, nachdem das Kulturmedium abgesaugt wavderDie Platten wurden 1 h bei
37 °C inkubiert. Unterdessen wurde eine autoklé®iér % ige Low-Melting-Agarose -
Losung in der Mikrowelle (Bosch, Deutschland) zumhi&@elzen gebracht und im
Wasserbad auf 42 °C viskds gehalten. Diese Agaisuhg wurde mit 37 °C warmem
Medium auf ein 1,25 % iges Agarose - Medium verdiumd bei 42 °C im Wasserbad
temperiert. Von den 6-Loch -Platten wurden die SWwerdiinnungen abgesaugt und die
Zellen mit jeweils 3 ml des 1,25 % igen Agaroseedlims pro Loch Uberschichtet. Nach
Ausharten der Agarose bei RT wurden die PlatterBBe&IC weiter inkubiert. Nach 10 bis
14 Tagen wurden die Plaques ausgezahlt und denwiggfolgt berechnet:

Virus-Titer (pfu/ml) = (Nx F) /V

N: Anzahl der gebildeten Plaques
F: Verdunnungsfaktor (entspricht der Verdinnungs$tufe
V: Volumen der zur Infektion verwendeten Virus - Sarsgon

2.12 Konstruktion und Produktion rekombinanter AAV - Vek toren

2.12.1 Transfektion
Fur die Herstellung von rekombinanten Adeno - agsaen Viren (rAAV) wurden HEK
293T Zellen verwendet. Dafir wurden auf 20 Zellurptatten (20 x 14,5 cm Platten)

10 x 18 Zellen pro Platte ausgesat, so dass sie am nachisig ca. 80 % Konfluenz
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erreicht hatten. Die Transfektion erfolgte mit idilfler Calcium - Phosphat - Methode

(Kap. 2.9.69. Dabei wurden pro Platte 6 pg AAV-Shuttleplasmichd 18 pg

Helferplasmid pDP6) fur rAAV6 bzw. 10 pg Shuttleplasmid, 18 p&E18-VP 2/9und

18 ugP-Helper fur rAAV9 verwendet Abb. 2.5. Zum Plasmidgemisch wurden 1 ml
0,25 M CaCJ} dazu pipettiert, geschittelt und anschlielend 1HBE tropfenweise

zugegeben. Der Ansatz wurde 1 min bei RT inkublegtjor er auf die Zellen gegeben

wurde. Nach 24 Stunden Inkubation im Brutschrank3e°C, 5 % CQ erfolgte ein

Mediumwechsel, danach wurden die Zellen fir weii@&tunden inkubiert.

rAAV - Vektorplasmid AAV - Helferplasmid
Transgen
Rep
ITR ITR /.
C
E4 ®
-
E2A

Kotransfektion

@ HEK 293T Zellen

Zelllyse und Freisetzung

von rekombinanten AAV

O
O,

Abbildung 2.5: Schema des 2-Plasmid - Protokolls fiir die Herstgllvon rAAV. HEK 293T Zellen
werden mit 2 Plasmiden kotransfiziert. Das rAAV eRforplasmid enthédlt das von 2 ITRs flankierte
Transgen. Das AAV - Helferplasmid tragt die Genkd#issfir das AAV rep und cap sowie die adenoviralen

Gene fir E2A und E4. Genaue Beschreibung siehe Text
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2.12.2 Ernte der rAAV - produzierenden Zellen

72 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen luAbschaben abgelést und
zusammen mit dem Medium resuspendiert und 10 mirBI880 g in 50 ml Réhrchen
zentrifugiert (2,5 Platten pro 50 ml). Der Uberstamurde fur die Weiterverarbeitung
(Kap. 2.12.9 in ein Erlenmeyerkolben tberfuhrt. Die Zellpedleturden 2 x mit 25 ml

PBS gewaschen und anschlie3end in 10 ml PBS rewsdispeund bei — 80 °C gelagert

oder gleich aufgeschlossen.

2.12.3 Zellaufschluss

Die Zellen wurden durch viermaliges Einfrieren uAdftauen aufgeschlossen. Dabei
wurden die Réhrchen mit dem PBS - Zellgemisch imkthanol - Trockeneisbad gestellt
und bei 37 °C in einem Wasserbad wieder aufgetBet. gelosten Zell - rAAV -
Suspension wurden 15 ul (3.750 U) Benzonase (Mé&ekischland) zugegeben und 1 h
bei 37 °C inkubiert. Dann erfolgte eine Zentrifugat fir 30 min bei 6.000 g. Der
Uberstand wurde nochmals fiir 20 min bei 6.000 drifagiert. Der Uberstand mit der
rAAV - Fraktion wurde nun in einem lodixanolgradien Kap. 2.12.5 weiter

aufgereinigt.

2.12.4 rAAV - Fallung aus Uberstand

Der in Kapitel 2.12.2 gesammelte virushaltige Uberstand (ca. 400 ml)deumit 8 ml
2,5 M CaC} versetzt, gemischt, 1 h auf Eis inkubiert und hheBend bei 4.000 RPM fr
30 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in eirlerienmeyerkolben uberfiihrt und
130 ml PEG -LOsung* zugegeben und fir 48 h bei 4 b&lassen. Je 50 ml der
Virsussuspension wurden auf 50 ml Rdéhrchen verterid 30 min bei 3.000 g
zentrifugiert. Die Zellpellets wurden jeweils in G0ul NaClI-HEPES - LOsung**
resuspendiert, gepoolt und nochmals bei 10.000 rg 1&i min zentrifugiert. Zum
virushaltigen Uberstand wurden 8 pl (2.000 U) Beramse (Merck, Deutschland)
zugegeben und fur 1,5 h bei 37 °C inkubiert. Digs&V - Fraktion wurde nun in einem
lodixanolgradienten weiter aufgereinigt. Alle Zefugationsschritte erfolgten in der
Zentrifuge 5810R (Eppendorf).

*24 % pEG/ NaCl: 24 % PEG (Poly Ethylen Glykol), 1,86 M NaCl
**NaCI-HEPES - Lésung: 50 mM HEPES, 0,15 M NaCl, 25 mM EDTA
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2.12.5 lodixanol - Gradient

Die Aufreinigung der rAAV - Fraktion erfolgte durakinen lodixanolgradientenTéb.
2.21) in einer Ultrazentrifuge (Centrikon T-2050, ScliwyeDer Uberstand wurde zuerst
mit 6 ml 15 % lodixanollésung, dann mit 4,5 ml 25 #fit 3,5 ml 40 % und abschlie3end
mit 3,5 ml 54 % lodixanollésung unterschichtet. Miérazentrifugenréhrchen wurden
mit 1 x PBS/MK-LOsung* bis zum Rand aufgefillt umadstariert und fur 2,5 h bei
54.000 g und 18 °C zentrifugiert. Die dabei entdé® sichtbare Virusbande Uber der
54 % lodixanolphase wurde mit Hilfe einer KanuleB@) abgezogen. Die AAV -
Praparation wurde bei — 80 °C gelagert.

Tabelle 2.21:Herstellung eines lodixanolgradienten

15 % lodixanol 25 % lodixanol 40 % lodixanol 54 % lodixanol

1 x PBS/MK 37,5 ml 28 ml 16,5 ml 5ml
lodixanol Stock

(60 %) 12,5 ml 20 ml 33 ml 45 m|
Phenolrot / 100 pl / 100 pl
Gesamtvolumen 50 ml 48 ml 49,5 ml 50 ml

*PBS/MK - Losung: 1 x PBS, 2,5 mM KCI, 1 mM MgGl

2.12.6 Bestimmung des genomischen Titers durch Slot - Blot

Fur die genomische Titerbestimmung erfolgte eir@atgon der rAAV - DNA nach
Kapitel 2.3.3.Der Titer gibt die Anzahl DNA enthaltener AAV - iB&el pro ml an. Fur
eine genaue Validierung der Virustiter wurde flrdge der zu bestimmenden
Virusvektoren ein eigener Standard generiert. Dafiirden die rAAV - PlasmideK@ap.
2.8) mit smal geschnitten, welches sowohl in der 3’ ITR alshain der 5’ ITR schneidet
und dadurch ein DNA-Fragment von einer Virusgenomgdageneriert. Von diesen rAAV
- Plasmid-Standards wurden Verdiinnungsreihen vdn 1@* ausgehend von 1 ng/pl
verwendet. Von der Vektor-DNA wurden jeweils 10 whd 20 pl auf den Blot
aufgetragen. Fur die Hybridisierung wurde eine UBremoter Sonde hergestellt, die in
allen Plasmiden und Standards bindet. Die StarkeHybridisierungssignals der Vektor -
DNA wurde ins Verhaltnis zum jeweiligen Standarédefet. Um die genaue Anzahl der
AAV - Genomkopien zu ermitteln, musste vorher dasléMulargewicht der Standards
berechnet werden. Damit liel3 sich die Anzahl dektdieKopien im Standard und darauf

basierend die spezifische Menge an AAV - Vektor-@ekopien ermitteln:
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Avo** x Standardkonzentration / MW des Standards

Formel zur Berechnung des Molekulargewichtes (Mgnol):
[(313,2 x A*) + (329,2 x G*) + (289,2 x C*) + (302,x T*)] - (62 x 2)

*Entspricht der Anzahl der Nukleotidbasen im Staddar
** Avogadro Zahl = 6,022 x b

2.13 Adeno - bzw. AAV - Vektor vermittelter Gentransfer

PNRK wurden mit einer Zellzahl von 1,2 x ®1@ellen pro Well einer 6-Well Platte
ausgesat. Nach 48 Stunden wurde das Medium entfiedndurch 0,5 ml Ad- bzw. AAV -
Vektor haltiges Serumfreies CMRL 1415-ATM Mediunsetzt. 1 Stunde spater erfolgte
die Zugabe von 2,5 ml 10 % FKS - haltigem Zellkuttedium. Alle 24 Stunden wurde
ein Medium-wechsel mit 2 ml pro Well durchgefuldie transduzierten PNRK wurden
bei 37 °C in einem Warmeschrank (0 % £8% Q) bis zu 13 Tage inkubiert.

2.14 Transfer von Nukleinsauren und radioaktive Hybridisierung

2.14.1 DNA - Transfer mittels Southern - Blot

Fur den Transfer von DNA auf eine Nylonmembran weudé Southern - Blot - Methode
angewendet. Dafir wurden PCR - Fragmente oderiktstisendonukleasebehandelte
genomische DNA elektrophoretisch auf einem Agareségap. 2.3.6 aufgetrennt. Zur
Denaturierung der DNA wurde das DNA - AgarosegeichtieRend zweimal 30 min in
Denaturierungslésung geschwenkt. Danach wurde das DNA - Agarosegel eneit
60 min in Neutralisierungslésurfggeschwenkt und die DNA auf eine Nylonmembran
(Hybond™ N-Hybridisation Membran; Amersham) mittels Kapittansfer (iiber Nacht)
Ubertragen. Als Transferpuffer diente 10 x $SOie Membran wurde fiir 30 min an der
Luft getrocknet. Anschlieend wurde die DNA durchemmaligesCross-linkenunter
UV - Licht (150 mJoule/c) im Strata Linker 1200 (Stratagene, Deutschland)de
Membran kovalent gebunden und danach hybridisigdp( 2.14.6 oder in einer
Klarsichttite bei 4 °C gelagert.

"I Denaturierungslésung:0,5 M NaCl, 0,5 M NaOH

"2 Neutralisierungslésung:1,5 M NaCl, 1 M Tris-HCI , pH 8.0
" 20 x SSC-Puffer:3 M NaCl, 0,3 M Na-Citrat
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2.14.2 RNA - Transfer mittels Northern - Blot
RNA - AgarosegeleKap. 2.4.2 wurden mittels Kapillartransfer (Uber Nacht) aime
Nylonmembran (Hybond' N-Hybridisation Membran; Amersham) Ubertragen.

Ansonsten wurde wie idapitel 2.14.1verfahren.

2.14.3 Radioaktive Markierung von DNA - Fragmenten

Das Prinzip der DNA - Markierung beruht auf der tyse eines komplementaren DNA-
Stranges mit Hilfe der Taq - Polymerase und untarwéndung von radioaktiv
markierten®*P-dCTP. Die radioaktiv markierte Einzelstrang - DN/Sonde wurde mit
entsprechendeantisense- Primern fiir Northern Blots oder entsprechensiarse bzw.
antisensePrimer fur Southern Blots mit Hilfe einer PCR hestellt. Dazu diente

folgendes Protokoll:

Tabelle 2.22:Reaktionsansatz fur die Herstellung von EinzetgtraDNA - Sonden

Reagenzien .25 ul

Reaktionsvolumen
10 x Tag Polymerase Puffer 2,5 ul
dNTP ohne dCTP (1 mM) 0,5 ul
Primer (100 pM) 0,25 pl
DNA - Matrize (100 ng) — ol
Taq - Polymerase (5 Units/ ul) 0,25 pu
A. bidest ad 25 pl
Minerald6l zur Uberschichtung 15 i
%P dCTP (10 pCil pf) 3-5ul

! Abhangig von der Konzentration der DNA - Lésung

2 Abhangig von der Aktivitat und von der Starke daserwartenden Signals

2.14.4 Aufreinigung radioaktiv markierter DNA - Sonden

Die radioaktiv markierten PCR - Produkte wurden &e@phadex - Saulen gereinigt. Dazu
wurde in A.bidest. geléstes Sephadex G-50 (Sfjniraeine Pasteurpipette geschichtet,
die Sonde zugegeben und durch weitere Zugabe voidest Uber die Polymer - Saule

gespult. Die erste Fraktion von ca. 500 ul Eluatdewerworfen. Danach wurden bis zu
8 Fraktionen & 100 ul aufgefangen und die Radivigdtijeder Fraktion mit dem Bioscan

QC 2000 (Bioscan, USA) gemessen. Die Fraktionerdemthdchsten Aktivitdten wurden

gepoolt und anschlie3end als Sonde verwendet.
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2.14.5 Radioaktive Prahybridisierung und Hybridisierung

Die radioaktive Hybridisierung der membrangebundiokleinsauren erfolgte in
Hybridisierungsrohren (Biometra, Deutschland) mitlG ml (pro 100 crh Filter)
ExpressHyb Hybridization Solution (Clontech) bei €3 (Northern Blot) bzw. bei 60 °C
(Southern Blot) im Hybridisierungsofen (Biometragudschland). Zuerst erfolgte eine 30
minutige Prahybridisierung. Anschlielend wurde theKapitel 2.14.4 aufgereinigte
radioaktive Sonde zum Hybridisierungsansatz hingagen und fir 1 h bei 68 °C
(Northern Blot) bzw. bei 60 °C (Southern Blot) hgsiert. Danach wurden die
Membranen zweimal fir 15 min mit jeweils 10 ml Wagsung I* bei RT gewaschen
und noch ein bis zweimal mit Waschlésung Hei 50 °C fir 15 min. Die Filter wurden

entnommen und in Klarsichtfolie eingeschlagen.

"Waschlésung | 2 x SSC, 0,05 % SDS
“Waschlésung 11: 0,1 x SSC, 0,1 % SDS

2.14.6 Nachweis und Quantifizierung der Hybridisierungspradukte

Die in Klarsichtfolie eingeschlagene radioaktiv-kiarte Membran wurde in eine
Filmkassette mit einem Rontgenfilm (Fuji Film-BASQ0-Film-Kassette) zu — 80 °C
gelegt. Fur eine quantitative Auswertung wurde Miembran in eine Phosphoimager-
Belichtungsplatte (Fuji Film-Platte BAS-1500) bel Rder bei 4 °C fur mehrere Stunden
bis hin zu mehreren Tagen inkubiert. Der Rontgenfilurde anschlie3end entwickelt
bzw. die Phosphoimager - Belichtungsplatte mit dé&umyi Bas 2000 Phospho-Imager”
(Fuji) und der Software BAS Reader 2.21 digital gmwgertet. Die Intensitat des
Hybridisierungssignals wurde densitometrisch m.kr. Software Tina (Version 2.08g

raytest Isotopenmessgerate GmbH) ermittelt.

2.14.7 Waschen radioaktiv markierter Blots

Fur eine Rehybridisierung von bereits radioaktiwvktiarten Membranen wurden die
Sonden in einem Wasserbad bei 95 - 98 °C durchiddtiges Schwenken in 0,5 % igem
SDS (Sigma) vom Filter gelost (Strippen). Diesergémg wurde so oft wiederholt, bis
kein radioaktives Signal mehr gemessen werden koribanach konnte der Blot erneut
hybridisert werdenKap. 2.14.5.
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2.15 Tiermodelle

Die Ratten wurden unter Beachtung der deutscherschiatzverordnung gehalten und
gepflegt.In vivo Experimente fir den viralen Gentransfer in Rattemden in den USA
nach den dort geltenden Richtlinien in Zusammentrbg der Arbeitsgruppe voR.J.
Hajjar durchgefuhrt (Cardiovascular Research Center, $itai School of Medicine,
New York, NY 10029, USA).

2.15.1 Abdominale Aortenligatur bei der Ratte

Vier Wochen alte Sprague Dawley Ratten mit einermpktgewicht von 70 - 80 g wurden
mit einer intraperitonealen Injektion von 65 mgMRgntobarbital anasthesiert. Die Tiere
wurden Uber den Larynx mit einem 16-G-Soft Kathdemgiocath, Becton - Dickson,
Sandy, UT) intubiert und mit einem Atemvolumen \@ml je 50 Zyklen/min und einem
Sauerstoffgehalt von 21 % beatmet. Das Fell obertles Bauchs wurde kurz rasiert. Es
erfolgte ein ca. 1 cm grofRer Schnitt vom Brustb@smauf Hohe der Schliusselbeine. Die
Aortenwurzel wurde von dem dartberliegenden Thynmesgelegt, wobei um die
aufsteigende Aorta ein Metallclip aus inertem Thmamit einem Durchmesser von 0,58
mm (Weck, Inc.) gelegt wurdé\rtic Banding. Danach wurde der Bauchschnitt wieder
vernaht und die Tiere zum Aufwachen in ihre KatigelickgebrachtAbb. 2.6).

Die scheinoperierten Tiere (Sham) wurden der gexidArozedur unterzogen, jedoch ohne

Abklemmen der Aorta, durch Anlegen des TantalunipsC

Abildung 2.6: Abdominale Aortenligatur
(Erklarung siehe Text), (Del et al., 2002)
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2.15.2 Transthorakale Echokardiografie

Die Transthorakale Echokardiografie (TTE) ist emehtinvasive Untersuchungsmethode
des Herzens mit Hilfe von Ultraschall. Durch einge-Dimensionale Bildgebung kann
die Herzfunktion in Echtzeit verfolgt werden. Dalsand die GroRe der Herzkammern,
die Klappenfunktion sowie die Pumpfunktion gut enkiear.

Nach 22 WochenTransaortic Bandingwurde bei den Ratten eine Transthorakale
Echokardiografie durchgeftihrt. Daflr wurden die r&iezuvor intraperitoneal mit
40 mg/kg Pentobarbital leicht andsthesiert.

Die 2-D-Echokardiografie wurde im M-Modus mit eingai Vivid-7 Ultrasound Gerat
(General Electric, Norwegen) mit einem 12-MHz Branid - Schallkopf durchgefihrt.
Mit Hilfe der ,mid-papillary level- linksventrikularen Kurzachsen - Ansicht* konnigie
Starken der hinteren Herzwand, des linksventrilkuiaenddiastolischen Durchmessers
(LVEDD) als auch des linksventrikularen endsystolischamrcBmessers LVESD)
gemessen werden. Aus LVEDD und LVESD konnte darmm FEiaktionsverkirzung
(Fractional-Shortening FS) nach folgender Formel berechnet werden:

FS = (LVEDD - LVESD/LVEDD) x 100

2.15.3 Viraler Gentransfer in vivo

Nach 25 - 30 Wochen bildeten die Ratten édrtic-Bandingeine links-ventrikulare
Dilatation. Erst bei einer Abnahme des FS von malsr 25 % erfolgte der virale
Gentransfer innerhalb von 3 Tagen. Dazu wurden Tere andsthesiert und eine
Thorakotomie durchgefiithrt. Mit Hilfe eines 22 G Keters wurden 3 x 1®Pfu vom
Adenovektor in jeweils 200 pl Lésung von der Spitkes linken Ventrikels bis zur
Aortenwurzel appliziert. Wahrend der Injektion wenddie Aorta und die Pulmonalarterie
distal zum Katheter fur 40 sek. abgeklemmt. Diesez&lur ermdglichte eine direkte
Verteilung der viralen Vektorldsung in das Herz ridee Koronargefal3e. Anschlie3end
wurde die Brust wieder verschlossen und die Tiewanken sich erholen. Der virale
Gentransfer durch AAV9 erfolgte Uber eine einfad®ehwanzvenen - Injektion von

jeweils 5 x 18" AAV - Vektorgenomen.
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2.15.4 Hamodynamikmessung

Die gentherapeutisch behandelten Ratten wurdenemdhund am Ende der RNA -
Interferenz Therapie hamodynamisch charakterisigeftir wurden sie mit 40 mg/kg
Pentobarbital intraperitoneal narkotisiert und klicts beatmet. Der Brustraum wurde
Uber einen medialen Mittelschnitt erdffnet und desz freiprapariert. Es erfolgte ein
kleiner Schnitt an der Herzspitze, woriiber der MilTip-Kathete? (Durchmesser 2
French) (MILLAR Instruments, TX, USA) in den linkevientrikel eingefuhrt wurde
(Abb. 2.7).

Abbildung 2.7: Schematische Dar-
stellung der Hamodynamikmessung.
Links-ventrikulare Driicke wurden

Pulmonal- linker Vorhof m.H. eines Millar Tip-Kathetefs
Klappe Uber die Herzspitze nach zuvor
rechter | _Mitralklappe erfolgter ~ Thorakotomie gemessen
Vorhof ~ S g (Abb. modifiziert nach:
- Aortenklappe http:www.onmeda.delexikaanatomie

herz_anatomie.htmlgfx=1).

linke

Trikuspidal- 2 X -~ Kammer

klappe

rechte
Kammer T

2 Fr Millar Tip-Katheter

Daraufhin konnten der links-ventrikulare-systolischDruck (VSP), der links-
ventrikulare-enddiastolische Druck\(DP), die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit
(+dP/dtye) sowie die minimale Druckabfallgeschwindigkeitd®/dtyi,) und die
Zeitkonstante der isovolumetrischen Relaxatiomau) gemessen werden. Die
isovolumetrische Relaxation wurde nach der Forreedthnet:

P = Rie-t/t + Py

P = linksventrikulare isovolumetrische Druck
Py = Druck bei -dP/d,
Pg = Restdruck
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2.16 Statistische Evaluierung

Die Daten wurden als Durchschnittswerte mit ein&an8ardabweichung angegeben.
Diese wurden m.H. des t - Tests bzw. bei ANOVA BIRATVIEW (Abacus Concepts,
Berkley, Ca, USA) ermittelt. Die Unterschiede zvinen zwei Versuchsansatzen wurden
als signifikant betrachtet, wenn die P - Werterdeials 0,05 waren.
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3. Ergebnisse

3.1 Konstruktion und Charakterisierung von pAdshPLN;,

Fur die Generierung eineshort hairpin (sh) RNA gegen Phospholamban diente das
pSilencer PlasmidpSL-PLN17 (Fechner et al., 2007) als Basis, um daraus die
Expressionskassette mit U6 - Promoter und d&fPLN,-RNA - Sequenz
herauszuamplifizieren. Die unter Polymerase Il rorRotor stehendeshPLN;-RNA
wurde in ein adenovirales Shuttleplasmid (Sipd.e2806) kloniert. Aus diesem Plasmid
wurde dann der adenovirale Vek#adshPLN, generiert Abb. 3.1).

Ad5 (5- ITR) U6 , ShPLNy E3 Ad5 (3- ITR)

- ] Tl

ShPLN

GGATCCCGTACCTTACTCGCTCGGCTATTCAAGAGATAGCCGAGCGAGTAAGGTATTTTTTGGAAAAGCTT

sense Loop antisense

Abbildung 3.1: Vektorkarte vorAdshPLN, und PLN-shRNA Sequenz

3.1.1 Funktionelle Charakterisierung von AdshPLN; auf mMRNA Ebene

Zur Untersuchung der Silencing Effizienz von endogxprimiertem Phospholamban
(PLN) wurden primare neonatale Ratten - Kardiomyezy(PNRK) mit AdshPLN,
transduziert. Dabei wurde sowohl der Einfluss Veesstener Viruskonzentrationen als
auch die Dauer des Silencingeffektes auf das PLidrsumcht. Als Kontrolle diente dabei
der AdenovirusvektorAdshCAR4,, welcher eine shRNA gegen den Coxsackie
Adenovirus Rezeptor (CAR) der Maus generiert unideéee Einfluss auf die Expression
von PLN oder den GA- Metabolismus hat. PNRK wurden mit Vektorkonzetibrzen
von 10 bis 100 MOI'sNMlultiplicity of Infection) transduziert. Nach zwei Tagen wurde die
gesamt - RNA aus den Zellen isoliert und die Exgimesdes PLN mittels Northern Blot
Hybridisierung unter Verwendung von PLN spezifisth&P-markierten Sonden
bestimmt, wobei die Normalisierung der quantifi@er PLN - mRNA auf die Expression
des ubiquitar exprimierten Hpusekeepiny) - Gens -Aktin erfolgte @bb. 3.23. Die
Transduktion vorAdshPLN; zeigte eine starke dosisabhangige DownregulatiorPtl

- MRNA Expression. Bei einer MOI von 10 wurde eiteiscing von 27 % erreicht. Bei

der maximal verwendeten Vektorkonzentration von MIDI wurde die PLN - mRNA
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nahezu vollstandig herunterreguliert. Die Kontratié AdshCAR4,, zeigte, unabhangig
von der eingesetzten Vektordosis, keinen Einflugsdee mRNA Expression von PLN
(Abb. 3.29).

Um die Dauer des Silencingeffektes auf PLN ndhebeschreiben, wurden die PNRK
Uber einen Zeitraum von 1 bis 13 Tagen nach Trddsnu mit AdshPLN, bzw.
AdshCARA4,, bei einer Vektorkonzentration von 100 MOI untefgudereits nach 24
Stunden konnte eine starke Runterregulation der PLNRNA nach Northern Blot
Hybridisierung beobachtet werden. Der Silencindefflielt bis zum 13. Tag an
(Abb. 3.2b).

+— factin

- - 4+ - 4+ - + - 4+ - + - AdshPLN.
T N T R AdshCAR4,,

i -

cm | +— factin

e - -4 - - - - 4 - - % - - 4. - 4 - - + AdShCAR4,,

Abbildung 3.2: Silencing der PLN - mRNA Expression durchdshPLN,. a) Dosisabhdngige
Downregulation von PLN - mRNA durchdshPLN,. PNRK wurden, wie angegeben, rAtishPLN, bzw.
einem KontrollvektorAdshCAR4,, transduziert. Die Zellen wurden 48 h spéter geg¢rahd die PLN -
mRNA Expression mittels Northern Blot und mit eirRatten spezifischeffP-markierten PLN - Sonde
untersucht. Zur Kontrolle der gleichen RNA - Ladumgrden die Blots mit eine¥P-markierten3-Aktin-
Sonde rehybridisierb) Zeitabhangige Downregulation der PLN - mRNA dufetshPLN,. PNRK wurden
mit AdshPLN, bzw. einem KontrollvektoAdshCAR4,, von jeweils 100 MOI transduziert. Die RNA
wurde zu den angegebenen Zeitpunkten isoliert onéNorthern Blot analysiert (s.0.). Die PLN - mRNA
war wahrend des gesamten Untersuchungszeitraum&3/@agen nach Transduktion mtishPLN, nicht
detektierbar, wahrend die Expression durch die §daktion mit dem Kontrollvektor unbeeinflusst blieb
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Das Silencing von PLN durch shPLN vermittelte RNA Interferenz konnte durch
Quanti-fizierung der PLN - mRNA Expression mit Kileiner TagMan™ - PCR unter
Verwendung einer sequenz-spezifischen PLN - Somd¢atgt werdenAbb. 3.3). Es
konnte gezeigt werden, dass bei allen angegebeeigpudkten eine Herunterregulation
der PLN - mRNA von Uber 95 % im Vergleich zur Kaile mit AdshCARA4,, erreicht
wurde @Abb. 3.3).

100 4 g~
%

60

40

PLN - mRNA Expression

20+

* * * * * *
0l L == = = = [ | = = =
Adsh AdshPLN ;  AdshPLN AdShPLN;  AdshPLN,; AdshPLN, AdshPLN, AdshPLN, AdshPLN
CAR4n, Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 7 Tag 13

Abbildung 3.3: PLN - mRNA Expression im Zeitverlauf. PNRK wurdanit jeweils 100 MOIAdshPLN,
bzw. einem KontrollvektorAdshCAR4,, transduziert. Die zellulare gesamt - RNA wurde den
angegebenen Zeitpunkten isoliert und in einer TagfMa PCR auf die Expression von PLN untersucht.
Die ermittelten Werte wurden gegen débisekeepintg- Gen GAPDH normalisiert. Das Expressionslevel
von PLN bei AdshCAR4,, diente jeweils als Vergleichswert und wurde mit01% gleichgesetzt.

(* p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle.)

Auch in Abhangigkeit von der Vektordosis konnte p&éagMan™ - PCR mit
zunehmender Konzentration véalshPLN, eine Abnahme der PLN - mRNA Expression
nachgewiesen werdeAljb. 3.4). Bei einer MOI von 10 wurde die PLN - mRNA beseit
auf ca. 43 % des Kontrollwertes herunterreguli@ei der maximal verwendeten
Vektorkonzentration von 100 MOI wurde sogar eirefsging von tber 89 % erreicht. Die
ermittelten Werte durch TagMan™ - PCR wurden gedas Housekeepindg- Gen
GAPDH normalisiert. Die Daten zeigen, dass dadevivaektorkonstrukiAdshPLN, PLN

in PNRK, auf transkriptioneller Ebene fast volldd@nherunterreguliert hat.



Ergebnisse 82

120

% 4

80 -

60 -

*
*
. I
*
H =
o0 -
0 10 25 50 75

100
MOI MOI MOI MOl MOI MOI

PLN - mRNA Expression

AdshPLN ¢

Abbildung 3.4: PLN - mRNA Expression in Abhdngigkeit der véwshPLN, - Vektordosis. PNRK
wurden mitAdshPLN, bzw. dem KontrollvektorAdshCAR4,,, wie angegeben, transduziert. Die RNA
wurde 48 h spater isoliert und mittels TagMan™ -RP&uf die Expression von PLN quantifiziert. Die
Daten wurden gegen dablqusekeeping- Gen GAPDH normalisiert. Das Expressionsleveh \RLN bei
AdshCAR4,, diente jeweils als Vergleichswert und wurde mit01% gleichgesetzt. (* p < 0,05 im
Vergleich zur Kontrolle)

3.1.2 Funktionelle Charakterisierung von AdshPLN; auf Protein Ebene

Um weitere Aussagen Uber die Funktionalitat yatshPLN, machen zu kénnen, wurden
Untersuchungen auf translationaler Ebene durchgef@tafir wurden PNRK mit 100
MOI AdshPLN; oder dem KontrollvektoAdshCAR4,, transduziert und taglich bis Tag
7, die zellularen Proteine isoliert und mittels \ées Blot auf PLN - Proteinexpression
hin untersuchtAbb. 3.58). Im Gegensatz zur mRNA - Expression zeigte sicWestern
Blot erst am Tag 3 nach Transduktion eine sichtbddeeunterregulation des PLN -
Proteins auf 51 + 4 %. Bis zum Tag 7 nahm die PLRtcteinexpression kontinuierlich
ab. Die maximale Herunterregulation wurde am Tagré&icht. Nur noch 7 + 2 % konnten

nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.5: PLN - Protein Herunterregulatioa) Western Blot Analyse der PLN - Protein Expression.
PNRK wurden mit 100 MORdshPLN, oder einem Kontrollvektor transduziert. Die Pro&geiwurden zu
den angegebenen Zeitpunkten nach der Transdulsigliert und in einem Western Blot ausgewertet.
3 Tage nach Transduktion war eine signifikante Hemuegulation von PLN zu beobachten. Dagegen
zeigten sich bei SERCA2, NCX1, CSQ2 und Tnl keimedviderungen in der Expressionsstarke wéahrend
des gesamten Untersuchungszeitraums von 7 T&jdRelative Expressionslevels der SERCA2, NCX1,
CSQ2 und Tnl - Proteine in PNRK, normalisiert zunesférn Blot Signal des Kontrollvektors zu den
entsprechenden Zeitpunkten.

Um mogliche Nebeneffekte dégishPLN;, - Vektors bzw. durch Herunterregulation des
PLN auf andere wichtige Proteine der Calcium - Hostédse auszuschlie3en, wurden
unter anderem SERCA2a, NCX1, Calsequestrin (CS@#) Troponin | (Tnl) naher

untersucht. Wie ibbildung 3.5a undb zu sehen ist, sind keine signifikanten negativen

Auswirkungen auf die Expressionsstarke der Proteinleeobachten.
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3.1.3 PLN - abhangiger C&" - Transport

3.1.3.1Ca*" - Transport in das Sarkoplasmatische Retikulum vorPNRK

Da sowohl auf mRNA - als auch auf Protein - EbehBl Bignifikant durchAdshPLN;
herunterreguliert werden konnte, ohne die SERCE&pression zu beeinflussen, sollte in
PNRK - Homogenaten utberpriift werden, ob das Sitensiuswirkungen auf den &a-
Transport in das Sarkoplasmatische Retikulum (SR)Bs ist bekannt, dass die SERCA
unempfindlich gegenuber phosphoryliertem PLN isphimgegen unphosphoryliertes
PLN bei submikromolaren azu einer Abnahme der €a Affinitat der SERCA2 filhrt
(Odermatt et al., 1996). Zu diesem Zweck wurdeQ@jalat stimulierte Cd - Aufnahme
sowohl bei einer submikromolaren freien Ca - Kormgion von 0,34 uM/I nach 3 min
gemessen, als auch bei einer gesattigten Konzemtrabn 3,68 uM/I. Der bei der
gesattigten Konzentration erreichte Maximalwaftt£) der C&" - Aufnahme, diente zur
Normalisierung der ermittelten Messwerte. Am Tagdch Transduktion von PNRK mit
AdshPLN; bzw. mit AdshCAR4,,, zeigten sowohl diese beiden Gruppen, als auch die
Kontrolle ohne virale Vektoren bei einem durchsttiobhen Wert von 45 % in Bezug auf
Vimax keine Veranderung in der €a Aufnahme. Dieses Niveau blieb bei der Kontrolle
und den transduzierten PNRK nAdshCAR4,, bis zum Tag 7 unverandert. Dagegen
konnte bei den PNRK mifAdshPLN; eine stetige Zunahme der Ca Affinitat der
SERCA beobachtet werden, wobei am Tag 5 das Maxirami00 % in Bezug aWmax
erreicht wurde und dieses Plateau bis Tag 7 erhalieb Abb. 3.68). Diese Ergebnisse
zeigen eine Zunahme der Ca Affinitat der SERCA bei PLN defizienten PNRK. d&3ier
Zusammenhang wird nochmalsAbildung 3.6b verdeutlicht. Hier wurden die relative
Cd&* - Aufnahme und die PLN - Proteinlevel iddshPLN, transduzierten PNRK
gegenubergestellt. Dabei stellte sich eine linBazehung zwischen PLN - Proteingehalt
und C&" - Affinitat heraus.
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Abbildung 3.6: C&* - Aufnahme in das SR aus Homogenaten YaishPLN, transduzierten PNRK.
a) Relative C&" - Aufnahme von 0,34 pM freien Calcium in PNRK Hageoaten. PNRK wurden mit
AdshPLN, oder einem Kontrollvektor mit einer MOI von 10Gnsduziert. Die Zellen wurden zu den
angegebenen Zeitpunkten geerntet und anschlieRemdewdie C& - Aufnahme bei submikromolarer
(0,34 uM) bzw. bei einer gesattigten (3,68 uMY'Gakonzentration gemessen. Die Werte nach 3 Minuten
wurden normalisiert gegen die Werte bei maximalafnahme bei einer gesattigten®Ca Konzentration
von 3,68 uM. Als Kontrolle dienten nichttransduggePNRK undAdshCAR,,. b) Verhaltnis von relativer
Cc&* - Aufnahme zu immunreaktiven PLN-Protein SpiegelnPNRK - Homogenaten an Tag 1 bis 7
Posttransduktion. Die Daten wurden aus den Ergebniger C4 - Aufnahme Abb. 3.58 und der PLN -
Protein Expression ausbbildung 3.4b berechnet.
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3.1.3.2PKA stimulierter Ca®* - Transport

In einem weiteren Experiment sollte der Einfluss BKA abh&ngigen Phosphorylierung
auf die PLN Modulation des SERCA katalysierterf‘GaTransports (iberpriift werden.
Die Untersuchungen wurden mit zwei unterschiedlickebmikromolaren freien &a-
Konzentrationen durchgefiihrt. Neben der Ermittlwhey basalen G& - Transport-
aktivitaten ohne PKA - Zusatz, wurden ebenfalls stegen in Gegenwart eines
Uberschusses an synthetischen PKA - Inhibitorpefii€l) durchgefiihrt, um mdgliche
endogene PKA -Aktivitaten in den untersuchten Hoemagen komplett zu unterdriicken.
Sowohl nicht transduzierte als auch transduzieN&R mit AdshPLN, mit einer MOI
von 100 zeigten einen Tag nach VektorapplikationcduPKA Induktion eine CA -
Aufnahme von 82 %. Bereits nach 4 bis 5 Tagen Rosttiuktion war die Stimulierung
durch PKA fast vollstandig aufgehoben und blieb nisn Ende des Experiments am
Tag 7 unverandert. Dagegen ergab sich bei nichsduzierten PNRK eine 1,5 fache
Stimulation der C& - Aufnahme von Tag 4 bis Abb. 3.7).

< 20
4
o
S
5= 15
o5
g8 *
SE 1.0 "
=
<:lj * * * *
S 0.5 ® AdshPLN,
o 2] © Kontrolle
O-O T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

Zeit nach Transduktion (Tage)

Abbildung 3.7: Stimulation der C& - Aufnahme von PNRK - Homogenaten durch die kéisdhe
Untereinheit der PKA. Eine Normalisierung der Dagefolgte durch die gemessenen Werte in Anwesenheit
von 2 UM synthetischen PKA Peptid Inhibitor. Gezegind die arithmetischen Mittel mit Standard-
abweichung fiir jeweils 4 separate Transduktionea.Kantrollen sind nicht - transduzierte PNRK.
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3.2 Konstruktion von PLN-shRNA exprimierenden scAAV-shALN -

Vektoren
Die bisher gezeigten Ergebnisse demonstrieren she hohe Effizienz eines shRNA
exprimierenden adenoviralen Vektors gegen PLN irRRNBei diesen Experimenten
handelte es sich bisher umvitro Untersuchungen. Um Vergleiche anstellen imdivo
Experimente am Herzen durchfihren zu kdnnen, wurdiesi verschiedene AAV -
Vektoren konstruiert, die sich in ihrer Grof3e uher Expressionskassette unterschieden
(Abb. 3.8). Diese selbstkomplementaren (sc) AAV - Vektorasibren auf dem AAV -
Pseudotyp 2/6 und exprimieren alle eisengll hairpirt (sh) RNA gegen Ratten - PLN,
welche durch einen Polymerase Ill Maus - Promotenegiert wird. Die Vektoren

unterscheiden sich dabei in ihrer Genomgro3e véanbris zu 2,4 kb.

a) 5-I1TR CMV GFP pA shPLN u6 3-ITR

b) 5-I1TR CMV [3-Intron PA  shPLN U6 3-ITR

[ Em— e

5-I1TR pA shPLN u6 3-I1TR

I

Abbildung 3.8: Schematische Darstellung der AAV - Vektor Genomidtir. a) scCAAV-CMV-GFP-
shPLN; (2,4 kb).b) scAAV-CMV-Z-Intron-shPLN, (2,14 kb).c) scAAV-shPLN, (975 bp). ITR -
Inverted TerminaRepeatCMV - Cytomegalie Virus IE-Promotor, GFRGreen Fluorescent ProteimpA -
Bovine Growth Hormongoly A, shPLN -short hairpin RNA gegen PLN, U6 - Polymerase IIl - U6
Promotor

3.2.1 Charakterisierung der scAAV - Vektoren in PNRK

Fur die Untersuchung der Funktionalitdt der scAAVektoren wurden diese in PNRK
transduziert. Dabei wurde der Einfluss verschied&feiskonzentrationen, als auch die
zeitliche Abhangigkeit der Downregulation auf PLMtersucht. Als Positivkontrolle
diente derAdshPLN; - Vektor. Als Negativkontrolle wurde ein scAAV - eXtor
verwendet, der eine shRNA gegen GFP exprimiertkanoen Einfluss auf die Expression
von PLN oder den C& - Metabolismus haben sollte. PNRK wurden mit
Vektorkonzentrationen von 100 bis 20.000 Partikel pelle (P/Z) transduziert. Nach 5

und 10 Tagen wurde die gesamt - RNA aus den Zd&lalrert und die Expression des
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PLN mittels Northern Blot mit einer spezifischen NlPL- Sonde bestimmt. Die
Normalisierung der quantifizierten PLN - mRNA egtd durch Bestimmung der
Expression des Housekeeping - Ger&ktin (Abb. 3.99. 5 Tage nach Transduktion
zeigte sich bescAAV-shPLN; und AdshPLN; eine fast vollstandige Herunterregulation
der PLN - mRNA Expression bei allen verwendeten zamtrationen. Etwas schwacher
war der Effekt bescAAV-CMV- [&-Intron-shPLN ;. Diese Wirkung hielt bis zum Tag 10
weiter an. Dagegen konnte maAAV-CMV-GFP-shPLN, nur ein sehr geringer (nach
10 Tagen) bis kein (nach 5 Tagen) Silencingeffaddtdestellt werden. Von den 3
verwendeten Vektorkonzentrationen (4.000, 10.000D 2000 P/Z) war die héchste am
effizientesten. Die geringste Konzentration ermgigk immer noch eine fast vollstandige
Herunterregulation der PLN - mRNA b&tAAV-shPLN; undscAAV-CMV- [Z-Intron-
shPLN; (Abb. 3.9aundb).

a
SCAAV shPLN; SCAAV CMV  -intron| SCAAV CMV GFP SCAAV ShGFP Ad shPLN: | pNRK
shPLN; shPLN; Kontrolle
Piz 4.000 | 10.000 | 20.000 4.000 |10.000 | 20.000| 4.000 |10.000| 20.000 100 | 250 | 500 5000
—>
PLN
—>
B-actin —p
1 2 3 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
b
SCAAV shPLN; ScAAV CMV -intron | SCAAV CMV GFP SCAAV shGFP Ad shPLN; | pPNRK
shPLN;, shPLN;, Kontrolle
Piz 4.000 |10.000 |20.000 4.000 |10.000 | 20.000 4.000 | 10.000| 20.000 100 | 250 | 500 5000

—> — S —

o e S G e G
- — —~.|
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Abbildung 3.9: Silencing der PLN - mRNA Expression durch versdhige scAAV-shPLN; und
AdshPLN, Konstrukte. PNRK wurden mit den Vektoren in untbiedlichen Konzentrationen, wie
angegeben, transduziert. Die Zellen wurden nachdei &) und nach 10 Tageib) geerntet und die RNA
mittels Northern Blot und mit einer Ratten spetzifisn PLN-Sonde untersucht. Zur Kontrolle der gleich
RNA - Ladung wurden die Blots mit ein&P-markierter?-Aktin-Sonde rehybridisiert. Spalten 1-9 zeigen
eine dosisabhangige Runterregulation der PLN - mRNEch scAAV-shPLN,, scAAV-CMV- 3-Intron-
shPLN;, scCAAV-CMV-GFP-shPLN, sowie durchAdshPLN, (Spalten 13-14). Sowohl Zellen nsitAAV-
shGFP (Spalten 10-12) als auch unbehandelte Zellen {&Aal) zeigten keine Veranderungen in der PLN -
MRNA Expression. (P/Z =Partikel/Zelle)
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3.2.1.1Nachweis der PLN-shRNA

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen dem $ilgmer PLN - mRNA und der
exprimierten PLN-shRNA der verschiedenen Adenoviruad scAAV - Konstrukte
herstellen zu konnen, wurden diese in PNRK transduzDabei wurde auch die
Langzeitexpression der zwei unterschiedlichen Mékdssen im zeitlichen Verlauf
betrachtet. PNRK wurden mit Vektorkonzentrationem ¥.000 bis 20.000 Partikeln pro
Zelle (P/Z) transduziert. Nach 5 und 10 Tagen wutde gesamt-RNA aus den Zellen
isoliert und die PLN-shRNA mittels real-time RT-PCRantifiziert Abb. 3.10. Die
hochste PLN-shRNA-Expression wurde mAidishPLN, nach 5 Tagen erreicht und mit
100 % als Standard festgelegt. Die Levels der PhRMNA Expression waren bis zum
Tag 10 bei allen drei verwendeten scAAV - Konstewmksignifikant erhoht und blieben
Uber den gesamten Zeitraum konstant. Dagegen kdoai 8slshPLN; nach 10 Tagen zu
einer deutlichen Abnahme der PLN-shRNA Konzentrataon Uber 60 %. Beim
Vergleich der AAV -Vektor vermittelten PLN shRNA Bpession wiescAAV-shPLN,
mit 29 % gegenuber AdshPLNlie hdchste Konzentration auf. BetAAV-CMV- [3-
Intron-shPLN , war sie bereits um die Halfte auf ca. 14 % veemgind beiscAAV-
CMV-GFP-shPLN; war lediglich noch eine Expression von unter 2 @odetektieren.

Diese Ergebnisse zeigen eine mdgliche Ursachei@imdAbbildung 3.9. dargestellten

Daten.
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Abbildung 3.10: PLN,-shRNA Expression. PNRK wurden verschiedenen Vektowie beschrieben
transduziert. Die RNA wurde nach 5 und 10 Tagermriaansduktion isoliert und die PLNhRNA mittels
real-time RT-PCR quantifiziert. Die hochste Expressam Tag 5 mit Ad-shPLN, diente als
Vergleichsstandard (100 %). Die shRNA - Levelsratleei SCAAV - Vektorkonstrukte blieben tber einen
Zeitraum von 10 Tagen relativ konstant im VergleictAdshPLN,. Hier hatte die PLN-shRNA Expression
am Tag 10 Uber 60 % abgenommen. Die héchste Expnessi allen drei Viruskonzentrationen wurde mit
demscAAV-shPLN;, - Vektorkonstrukt erreicht. *P < 0,05 im Vergleizh Ad-shPLN, am Tag 5.
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3.2.1.2Einfluss des CMV - Promotors auf die PLN-shRNA Expession

Die bisherige Charakterisierung der shPLN exprienden scAAV - Vektorkonstrukte
zeigte jeweils eine differenzierte Effizienz in dBownregulation der PLN - mRNA
(Abb. 3.9 als auch eine variable PLN-shRNA ExpressioAbl{. 3.10. Die
Vektorkonstrukte AAV-CMV- -Intron-shPLN, und AAV-CMV-GFP-shPLN,
unterscheiden sich voAAV-shPLN, unter anderem durch das Vorhandensein eines
CMV - Promotors. Um einen moglichen Einfluss desrRutors auf die PLN-shRNA
Expression und somit auf die Silencingeffizienzeratu untersuchen, wurde der CMV -

Promotor aus beiden Konstrukten entfeiiblg. 3.11).

a) 5-I1TR GFP pA shPLN U6 3-1TR

b)
5-ITR R-Intron PA  shPLN ué 3-ITR

-~ -

Abbildung 3.11: Schematische Darstellung der CMV - Promotor defegn AAV - Vektorena) scAAV-
GFP-shPLN (1,8 kb).b) scAAV-&Intron-shPLN (1,6 kb). ITR - Inverted Terminal Repeat, GFP e&r
Fluorescent Protein, pA - Bovine Growth Hormoneypa) shPLN - short hairpin RNA gegen PLN, U6 -
Polymerase 11l - U6 Promotor

Anschlie3end wurden 293T - Zellen mit allen funfsehiedenen Plasmidvektoren trans-
fiziert. Nach 72 h wurde die RNA isoliert und in B umgeschrieben. Danach erfolgte
die Quantifizierung der PLN-shRNA mittels Real-TinkT-PCR. Das PLN-shRNA
Expressionslevel vopAAV-shPLN, transfizierten Zellen wurde als Standard mit 100 %
festgelegt. Das Herausschneiden des CMV - PromdierpAAV-GFP-shPLN, und
pPAAV- -Intron-shPLN, fuhrte zu einer Angleichung des Expressionslegelgeniber
dem Standard. Die Konstrukte mit CMV - Promotorgren sowohl gegeniber dem
Standard als auch gegeniber dem analogen Vektarkkhehne CMV - Promotor eine
signifikant niedrigere PLN-shRNA Expressiohbb. 3.12).
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Abbildung 3.12: Einfluss des CMV - Promotors auf die Expressiom LN-shRNA mittels U6 -
Promotor in 293T - Zellen. 293T - Zellen wurden miiinf verschiedenen shPLN -
Expressionsplasmidkonstrukten transfiziert. Nachh7@urde die RNA isoliert und die PLN-shRNA -
Expression durch Real-Time RT-PCR ermittelt. Daprégsionslevel von PLN-shRNA bghAV-shPLN,
wurde als Standard festgelegt (100 %). Das Entfedes CMV - Promotors b@AAV-GFP-shPLN, und
pAAV- -Intron-shPLN, flhrte zu einer nahezu vollstandigen Angleichungs dExpressionslevels
gegenuber dem Standard. *P < 0.05 im Vergleich 28\BshPLN,; # P < 0.05 im Vergleich zpAAV-
GFP-shPLN,; ## P < 0.05 im Vergleich z2psAAV- -Intron-shPLN

3.2.1.3Analyse der Genomstruktur der scCAAV-shRNA-PLN Vektoren

Eine wesentliche Limitierung des Gentransfers dur@mnomerische rAAV - Vektoren
besteht in der DNA - Synthese des Komplementamgésmhne die die Transkription der
ShRNA nicht moglich wére. Diese Doppelstrang - 8gse ist ein sehr langsamer
Prozess, welcher komplett von der zellularen Masaie abhangig ist und vor allem in
ruhenden Zellen sehr ineffizient ablauft. Diese itienung erschwert die Untersuchungen
mit monomerischen rAAV - Vektorem vitro undin vivo. Einen Ausweg stellen deelf-
complementary(sc)AAV-Vektoren dar, die bereits Uber einen DNADeppelstrang
verfigen und somit wirtszellunabhéngig, umgehentl dar Expression vom Transgen
beginnen kdnnen (McCarty et al., 2001; Ferrari.etl@96).

Um zu Uberprifen, ob die von uns verwendeten AAVektoren §CAAV-shPLN,
SCAAV- -Intron-shPLN,, scAAV-GFP-shPLN;) ein dimerisches Vektorengenom
beinhalteten, wurde die Vektor - DNA isoliert undt iind Il geschnitten Tab. 3.1).

Mit der verdauten Virus - DNA wurde ein SoutherroBHurchgefuhrt und mit einer
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spezifischen bgH-U6-Promotor - Sonde hybridisiekbl{. 3.13. Weiterhin bestand
aufgrund der Vektor-genomgrol3e die theoretische Iiddieit anhand des
Restriktionsmusters voscAAV-shPLN; auf eine Konkatemerisierung zu schlie3en. Die

zu erwartenden moglichen Restriktionsmuster sinthipbelle 3.1zusammengefasst.

Tabelle 3.1:Zu erwartende Fragmente théind Il - Verdau

Vektorkonstrukt Fragmente bei 1 Fragmente bei 2
Genom-Kopie* Genom-Kopierf
SCAAV-shPLN 438 bp + 563 bp | 563 bp + 438 bp + 1001 bp

563 bp + 876 1
438 bp + 1126 Hp

SCAAV- -Intron-shPLN 1600 bp + 563 bb

SCAAV-GFP-shPLN 1864 bp + 563
1)
1.864 bp 563 bp
Hind 111 %
a
1.600 bp 563 bp
Hind 11l
b B:I:E—:I:k :—:::%
438 bp 563 bp
Hind 11l
c B:I:‘ :—j:%
2)
563 bp 876 bp 563 bp
Hind 11l Hind 111
d @I:E_Z . I H B I | _::@
438 bp 1126 bp 438 bp
Hind 1l Hind 11l
438 bp 1001 bp 563 bp
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<«—— 1864 bp
<—— 1600 bp

<——— 1000 bp
<«—— 876bp

<+—— 563bp
<— 438bp

SCAAV- SCAAV- SCAAV-
shPLN -Intron- GFP-
shPLN shPLN

Abbildung 3.13: Southern Blot vordind IIl verdauter AAV - Vektor DNA. Die Virus-DNA vorscAAV-
shPLN;, scAAV- -Intron-shPLN, und scAAV-GFP-shPLN, wurde isoliert und mitind Il geschnitten
und anschlieRend in einem Southern-Blot analys®i¢. DNA wurde mit einer’P-markierte bgH-U6-
Promotor Sonde hybridisiert. FuscAAV-shPLN,, und scAAV- -Intron-shPLN, sind eindeutige
Restriktionsmuster zu erkennen.

In Abbildung 3.13 ist von der viralen DNA bescAAV-shPLN; und scAAV- -Intron -
shPLN; ein deutliches Restriktionsmuster zu erkenneneidanzymatischer Verdau nur
bei doppelstrangiger DNA erfolgt (Szybalski et dl991), handelt es sich bei diesen
beiden viralen Konstrukten um dimerische AAV - \len. BeiscAAV-GFP-shPLN,

ist nur eine sehr schwache Bande bei 1.864 bp imth8m Blot zu erkennen, weshalb es
sich hier ebenfalls um ein Dimer handeln kdonntdogh ist aufgrund der zu geringen
Intensitat keine eindeutige Aussage maoglich.

Das Restriktionsmuster vorscAAV-shPLN; zeigt neben den beiden kleineren
Fragmenten (438 bp und 563 bp) eine deutlich ggBande bei ca. 1.000 bp. Dieses
Muster Tab. 3.1) mit einem gréf3eren Restriktionsfragment kannenistehen, wenn die
virale DNA mindestens mehr als eine Genomkopie \draspartikel enthalt. Aufgrund
der minimalen Gr6RRe der zu verpackenden Virus-DRBb( 3.8) und des vorhandenen
Restriktionsmusters, ist eine Konkatemerisierungi bscAAV-shPLN; sehr

wahrscheinlich.
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3.3 PLN-shRNA  exprimierende scAAV -  Vektoren im

herzinsuffizienten Rattenmodell

Fur die initialen Untersuchungen von PLN-shRNA @xyperenden scAAV - Vektoren in
PNRK wurde bisher der Pseudotyp scAAV2.6 verwendet,erin vitro eine hohe
Transduktionsrate erzielt. Allerdings ist die Tramstionseffizienzn vivo gegentiber dem
Pseudotyp scAAV2.9 deutlich geringer, zumal AAV9bee allen anderen bisher
bekannten AAVs den ausgepragtesten Tropismus fizrkleskelzellen aufweist (Inagaki
et al., 2006; Gregorevic et al., 2004), weshalb Yersuche am Rattentiermodell
SCAAV2.9 Vektoren generiert wurden.

Von den drei bisher eingesetzten scAAV - KonstraokeemdglichtescAAV-shPLN; die
starkste PLN Herunterregulation. Deshalb wurde si&AV-shPLN Vektor DNA
nachfolgend mit Hilfe eines AAV9-Cap Gen enthaltemd/erpackungsplasmid in AAV9
Kapside verpackt. Als Kontrollvektor wurde ein sH&Exprimierender scAAV9 Vektor

verwendet.

3.3.1 Versuchsaufbau fiir PLN-shRNA vermittelte Modulation der Ca?*
Homoostase im Ratten - Herzinsuffizienzmodell
Als Tiermodell dienten herzinsuffiziente Ratterguaziert durch Aortic-Banding (AB). In
der nachfolgendenAbbildung 3.14 ist der Ablauf des Experiments schematisch
dargestellt. Fur die RNA-Interferenz-Therapie Seudvurden insgesamt 68 Ratten
eingesetzt. Von diesen 68 Tieren wurden 12 TieseNs#gativkontrolle scheinoperiert
(sham) ohne AB, wobei zwei Ratten verstarben. Amwaebliebenen 56 Tieren wurde ein
AB durchgefiihrt von denen nach 25 bis 30 WocherRdften eine linksventrikulare
Dilatation (LV) ausbildeten und eine Verkirzungkfran (VF) von unter 25 %
aufwiesen. Diese 40 Tiere wurden in vier Gruppefezi0 Ratten aufgeteilt und mit den
AdV Ad-shPLN; und Ad-shGFP sowie mit den AAV-VektorerscAAV2.9-shPLN und
SCAAV2.9-shGFPtransduziert. Einen Monat nach Transduktion wurdenTiere in der
Gruppe mit AdV und drei Monate nach Transduktioe Giruppe mit AAV - Vektoren
einer Hamodynamikmessung, Echokardiographie  und ereinvollstandigen
morphologischen Analyse unterzogen. In der adeat@nrVektorgruppe waren 8/18d-
shGFP) und 9/10 Ad-shPLN;) Tiere nach einem Monat noch am Leben. In der AAV-
shPLN - Gruppe lebten noch 9 von 10 Tieren nach drei Nemavohingegen nur 6 von
10 Tieren in deAAV-shGFP - Kontrollgruppe Uberlebt hatten.
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68 Ratten
Aortic Banding Scheinoperiert ohne TAB
(n=56) (n=12)

25-30 Wochen

Herzinsuffizienz (VF <25%) (n=40)

7 N\

AdshGFP AdshPLN; SCAAV2.9-shGFP SCAAV2.9-shPLN,
n=10 n=10 n=10 n=10
' 1 Monat ’
n=8 n=9 3 Monate
v
n=6 n=9 n=10

Hamodynamische, Echokardiografische & Morphologische Charakterisierung

Abbildung 3.14: Schematische Darstellung des Ablaufs des Expetsn&ton 68 Tieren wurden 12 Tiere
scheinoperiert (Sham) und 56 Tiere einem AorticdBag (AB) unterzogen. 40 Tiere mit ausgepragter
Herzinsuffizienz wurden zu je 10 Tieren in vier @pen fir den viralen Gentransfer aufgeteilt. n z&m
der Uberlebten Tiere.

3.3.2 Hamodynamische Charakterisierung

Vier bzw. Zwolf Wochen nach erfolgtem viralem Geamsfer wurden bei den
Versuchstieren hamodynamische Messungen durchgefirnt Gber das EKG die
Herzfrequenz abgeleitet. Zu den gemessenen hamwmdseizen Parametern zahlten der
linksventrikuléare systolische DruckYSP), der linksventrikuldre enddiastolische Druck
(LVEDP), die beide ein Mal3 fur den Insuffizienzgrad des2én darstellen, die Zu- bzw.
Abnahme der maximalen Relaxationsgeschwindigkest ldgken Ventrikels €/-dP/dt)
sowie die isovolumische Zeitkonstante tau. Die feguenz und die Druckparameter
wurden in derAbbildung 3.15 zusammengefasst. Die Herzfrequenz der transdeaiert
Tiere war gegeniuber den Sham - Kontrollen minim&iolet Abb. 3.1539. Dagegen
zeigten sich bei den shGFP - Kontrollgruppen imgiech zu den Sham - Tieren
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deutliche Verschlechterungen der LVSP - sowield4EDP - Werte. In den Ad-shGFP -
und AAV-shGFP - Kontrollgruppen wies der LVEDP eisignifikante Steigerung von
tber 230 % (Ad-shGFP) und 300 % (AAV-shGFP) gegeniter scheinoperierten
Gruppe auf. In den shPLLNGruppen fielen diese Werte auf das Niveau scipeinerter
Kontrolltiere zurtick Abb. 3.159.
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Abbildung 3.15: Hamodynamische Charakteristik der Versuchstiereini 3 Monate nach viralem
Gentransfer. Teil 1a) Herzfrequenz [min-1p) LVSP - linksventrikuldre systolische Druck [mmHg)
LVEDP - linksventrikulare enddiastolische Druck [mmHglham - scheinoperierte Negativkontrolle,
*P < 0,05 im Vergleich zu Sham, #P < 0,05 im VeiagiiezuAd-shGFP, ##P < 0,05 im Vergleich zBAV-
shGFP
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Die maximale Druckanstiegsgeschwindigkei#tdP/dtnax), €in Parameter fir die
Kontraktilitat des Herzens, sank deutlich tber 3%8bAd-shGFP und tber 43 % bei
AAV-shGFP im Vergleich zu KontrolltierenAbb. 3.169. Nach viralem Gentransfer mit
Ad-shPLN; und AAV-shPLN, konnten ein signifikanter Anstieg gegeniber delPGF
Gruppe erzielt werden und eine Anndherung zum WertSham - Tiere. Der positive
Einfluss vonAd-shPLN,; und AAV-shPLN, spiegelt sich auch bei der Betrachtung der
maximalen Druckabfallgeschwindigkeiten-dP/dt,,) wieder. In beiden GFP -
Kontrollgruppen kam es zu einem Riickgang der Rélaxseeit des Herzens durch 30 %
igen Anstieg vondP/dt,, gegenliber der Sham - Gruppe. Hingegen war eirfigemter
Abfall der shPLN- Gruppe im Vergleich z&d-shGFP und AAV-shGFP zu erkennen
(Abb. 3.16b. Neben der Bestimmung der maximalen Druckabfattgeindigkeiten
wurde die Zeitkonstante der isovolumischen Relaxatjtau“ () als ein weiterer
hamodynamischer Parameter zur Einschatzung dex&mlasfahigkeit des Myokards
ermittelt (Schmidt and Pieske, 2005; Kato et £03.

In der Abbildung 3.16c wird die sehr starke Zunahme von uber 60 % tanbei den
GFP -Gruppen deutlich. Diese Veranderung konnte de#i shPLN- Gruppen fast

vollstéandig wieder riickgangig gemacht werden.
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Abbildung 3.16: Hdmodynamische Charakterisierung der Versuchstierad 3 Monate nach Gentransfer.
Teil Il a) (+dP/dt,a) - maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit [mmHg#3] (-dP/dt.,) - maximale
Druckabfallgeschwindigkeit [mmHg/s}) ,tau” - Zeitkonstante der isovolumischen Relaxation ¢njs
sham - scheinoperierte Negativkontrolle, *P < 0,05 inergleich zu Sham, #P < 0,05 im Vergleich zu
Ad-shGFP, ##P < 0,05 im VergleicAAV-shGFP

3.3.3 Echokardiografische Charakterisierung

Neben der hamodynamischen Charakterisierung desu¢bstiere erfolgte auch eine
echokardiografische Untersuchung ein bzw. drei M®mach Gentransfer zur weiteren
kardiologischen Diagnostik, um Aufschliisse tber Sliriktur des Herzmuskels und der
Bewegungsablaufe von Herzklappen und -wanden zalterh Dabei wurden unter
anderem die HerzwanddickebMVW - linksventrikulare Vorderwanddické,VHW -
linksven-trikulare Hinterwand), die Herzbinnenrdun{eVDD - linksventrikulare
Diastolische Durch-messer undvSD - linksventrikulare Systolische Durchmesser)
sowie die Verkirzung des Herzens wahrend des Pumangs EV - Fraktionelle
Verkirzung) ermittelt.

In der Abbildung 3.17 a und b war eine deutliche Zunahme der linksventrikuléaren
Wandstarkenl(VVW bzw. LVHW ) bei den herzinsuffizienten Ratten im Vergleich zu
den scheinoperierten Tieren zu beobachten. Dagegbm die Wanddicke behd-
shPLN; und bei AAV-shPLN, signifikant ab. Ahnlich verhielt es sich bei den
Durchmessern des endsystolischen und enddiastetisdBinnenraums des linken
Ventrikels LVSD bzw.LVDD) (Abb. 3.17 cundd). Auch hier nahmen die Volumina
des LV bei den shGFP-exprimierenden Tieren deuthgh wahrend sie bei shPLN -
exprimierenden Tieren signifikant verringert waréviit dem Kontrollvektor AAV-

shGFP behandelten Tierewuchs der LVSD im Vergleich zu untransduzierten
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Kontrolltieren sogar fast um das Doppelte an ungnke durchAAV-shPLN, nahezu auf
den Ausgangswert normalisiert werden.

Schliel3lich wurde die prozentuale systolische Donesserverkirzung aus dem grof3ten
und Kkleinsten Durchmesser der linken Herzkammeiteitn(FV) (Abb. 3.17¢, die sich
aus der Formel berechndtyDD-LVSD)/LVDD x 100 % . Sie stellt ein Mal3 fur die
Kontraktions-leistung des Herzens dar. Die Wertgdigjen die Tendenz der vorherigen
Daten. In den beiden shGFP - Gruppen kommt esrar signifikanten Verschlechterung
der fraktionellen Verkirzung von 52 % auf 39 % bz8k % gegeniber der nicht-
transduzierten Kontrollgruppe, wohingegen der eir@entransfer vord-shPLN, und
AAV-shPLN; eine Annadherung (46 % und 50 %) an den Normalvdent schein-
operierten Tiere bewirkteApb. 3.17¢.
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Abbildung 3.17: Echokardiografische Charakterisierung der Verdigtes 1 und 3 Monate nach
Gentransfer. a) LVVW - linksventrikulare Vorderwanddicke [mmb) LVHW - linksventrikulédre
Hinterwanddicke [mm]c) LVDD - linksventrikuldare Diastolische Durchmesser [mnd) LVSD -

linksventrikulare Systolische Durchmesser [mma), FV - fraktionelle Verkirzung [%], *P < 0,05 im
Vergleich zuSham, #P < 0,05 im Vergleich zAd-shGFP, ##P < 0,05 im Vergleich zZMAV-shGFP

3.3.4 Morphologische Charakterisierung

Ein weiteres Kriterium zur Beurteilung des Hypepleemal3es des kardiologischen
Phanotyps ist die morphologische Analyse des Herioies. Dabei wird bei der Ratte
das Herzgewicht in Bezug zum Kérpergewicht oder Izimge des Schienbeins (Tibia)
gesetzt Abb. 3.18. Bei der Betrachtung der Masse der linken Ventr{kV) zeigt sich
auch hier der positive Einfluss vahPLN, auf die Reduktion der Hypertrophie. In allen
drei Diagrammen ist be\d-shPLN, sowie belAAV-shPLN, ein signifikanter Rickgang
der Parameter zu verzeichnen. Die Kontrolltiere AB und Ad-shGFP bzw. AAV-
shGFP zeigten eine deutlich zunehmende Verschlechtergegeniber shPLN;

transduzierten Tieren.
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Abbildung 3.18: Morphologische Charakterisierung der Versuchstlesad 3 Monate nach Gentranstey.
LV (Linker Ventrikel) - Gewicht [g]p) Quotient aus LV - Gewicht/Kérpergewich} Quotient aus LV -
Gewicht/Tibia-Lange, *P < 0,05 im Vergleich 8lham #P < 0,05 im Vergleich zAd-shGFP, ##P < 0,05
im Vergleich zuAAV-shGFP

3.3.5 Nachweis von PLN-shRNA im Herzen

Anhand der bisherigen Daten zeigte sich ein lartgaié@ner positiver Effekt vOAAV-
shPLN; bei TAB induzierten Ratten von uber drei Monatdm eine mogliche Kausalitat
der Langzeitwirkung herzuleiten, wurden Versuchéetmommen, die PLN-shRNA in
den Rattenherzen mit Hilfe von sequenzspezifiscid®NA - Primern und SYB®Green
mittels Real-Time RT-PCR zu quantifizieren. Die @Quif&zierung wurde an Herzen von

einem scheinoperierten Tier, einem TAB - Kontrelitimit AAV-shGFP sowie einer
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TAB - Ratte mitAAV-shPLN; jeweils in Dreifach-Bestimmung durchgefihrt. Davair,
wie erwartet, in beiden Kontrollgruppen keine shRNA Phospholamban nachweisbar
(Daten nicht gezeigt). Zur Veranschaulichung dexgigativen Real-Time PCR fixAV-
shPLN; wurde der grafische Echtzeitverlauf der PCR - ReakabgebildetAbb. 3.19.
Die drei ansteigenden Graphen stellen die Zunatené&ldoreszenz wéhrend eines PCR -
Zyklusses dar, welche proportional mit der MengeRIER - Produkte zunimmt. Zwei der
drei Graphen schneiden den Threshold bei ZyklusEl@e Aussage Uber den weiteren
Verlauf der Graphen war nicht mdglich, da sichleéR auf 40 Zyklen beschrankte. Aus
der Grafik geht deutlich hervor, dass PLN-shRNATHB induzierten Ratten midAV-
shPLN; nach drei Monaten noch nachzuweisen war.
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Abbildung 3.19: Nachweis von PLN-shRNA in TAB induzierten Ratterdem. Quantitative Real-Time
PCR mit SYBR-Green, drei Monate nach Transduktion mAAV-shPLN,. Cycle (PCR-Zyklus),
Threshold (Schwellenwert), Fluorescence (logariiumé Auftragung der Fluoreszenz)
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3.4 Unspezifische Effekte von RNAI - Vektoren

Das zellulare Prinzip der RNA - Interferenz ist effizienter endogener Mechanismus fur
spezifisches Gensilencing. Diesen Prozess versnahtmit Hilfe vonshort hairpin(sh)-
RNAs zu imitieren. Allerdings ist der Einfluss aidie miRNA - Maschinerie (mi-micro)
noch groftenteils unbekannt (Grimm et al., 2006er@tt et al., 1996). Bisher konnten
Zusammenhange einzelner miRNAs unter anderem beihijgertrophie (Care et al.,
2007; van et al., 2007; van et al., 2006) sowieHizinsuffizienz (Thum et al., 2007;
van et al., 2006) gefunden werden. Aus diesem Gralllen mdgliche unspezifische
Effekte der RNAI -Vektoren auf die miRNA - Levels PNRK untersucht werden. Fur
diesen Zweck wurden zuerst Untersuchungen andestielldie ausschliel3liche Wirkung
der shRNA exprimierenden viralen Vektoren in PNRIKzaigen sollten. Dabei wiesen
sie gegenuber nichttransduzierten PNRK keine sigmifen Verdnderungen auf (Daten
nicht gezeigt).

Daraufhin wurde mittels PhenylephriPKE) ein Hypertrophieph&notyp bei den PNRK
induziert, um ein vergleichbarés vitro - System gegeniber dem TAB - Rattenmodell
zur Verfugung zu haben. Fir diese Erstuntersuchvamglen die viralen VektoreAd-
shPLN; und AAV6-beta-shPLN; verwendet, jeweils 5000 P/Z. Die Messungen eréoigt
zwei und funf Tage nach der Vektor - TransduktiDabei wurde ein Panel von bereits
bekannten herzspezifischen miRNAsIR1; -21; -133a und -208) ausgewahlt und
analysiert Abb. 3.20. Allerdings zeigten sich bei beiden verwendetealen Vektoren
mit PE keine signifikanten Veranderungen in derréspion aller vier getesteten miRNAs
gegenidber PNRK mit PE als auch ohne PE. Es lastlsdiglich eine abnehmende
Tendenz bemiR 1 und133afir PNRK + PE erkennen.
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Abbildung 3.20: miRNA - Expression bei hypertrophierten PNRK zWege nach Vektor - Transduktion.
Hypertrophieinduktion von PNRK durch PE. Transdoiktimit Ad-shPLN, und AAV-beta-shPLN, (5000
P/Z). miRNA - Expression voa) miR1,b) miR 21,c) miR133a undl) miR 208.

In den vorangegangenem vitro Experimenten Abb. 3.10 und 3.11) waren bereits am
Tag 5 deutliche Effekte durch AAV-shPELNVektoren zu verzeichnen, weshalb auch fur
die miRNA Analysen der zweite Messpunkt am Tag Eclkgefuhrt wurde Abb. 3.20).
Der Einfluss von PE fuhrte bei allen untersuchtefRMAs zu einer eindeutigen
Reduktion der Expressionslevel. Bei den vier miRNKeam es durch PE zu einer
Inhibierung der Expression von ca. 50 % bis soga®@ Diese negative Auswirkung
durch PE konnte durchd-shPLN; sowie durchAAV-beta-shPLN; teilweise vollstandig
aufgehoben werden. Der Einsatz der viralen Vektdidnte tUberwiegend zu einem
erheblichen Anstieg der miRNA-Expressionslevel.
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Abbildung 3.20: miRNA - Expression bei hypertrophierten PNRK fiirsfge nach Vektor - Transduktion.
Hypertrophieinduktion von PNRK durch PE. Transdoltimit Ad-shPLN, und AAV-beta-shPLN;,
(5000 P/Z). miRNA - Expression vaa) miR1, b) miR 21, ¢) miR133a undd) miR 208. #P < 0,05 im
Vergleich zur Kontrolle, ##P < 0,05 im VergleichRURK+PE



Diskussion 106

4. Diskussion

Die Dysfunktion der intrazellularen €a Homoostase in Kardiomyozyten bedingt eine
Storung der Relaxationsgeschwindigkeit und der damhergehenden Veranderung der
muskularen Kontraktilitdt des pathologisch insuéfimen Herzmuskels (Bluhm et al.,
2000; Minamisawa et al., 1999; Arai et al., 199dnipre et al., 1994; Bers and Bridge,
1989; Carafoli, 1987). Die Regulation des kardialeg" - Stoffwechsels wird im
Wesentlichen durch die Aktivitdt der SERCA2a gestelEine verminderte Aktivitat der
SERCA2a gilt als Ursache fiir die Abnahme de$' C&ehalts im SR (Hasenfuss, 1998;
Pieske et al., 1995). So filhrt die Verringerung @ef*- Konzentration bei terminaler
Herzinsuffizienz im Menschen sowie auch in versdéien Tiermodellen zu einer
Verkiirzung der Dauer des Ricktransports des zysobein C& und der daraus
resultierenden Abnahme der KontraktionsstafRogwizd et al., 2001; Hobai and
O'Rourke, 2001; Yamamoto et al., 1999; Lindnen etl898; Hasenfuss et al., 1994).
Bisher gab es zahlreiche therapeutische Ansatzénuiie Regulation der Ga-
Homoostase einzugreifen und somit der Herzinseidfizi entgegenzuwirken, wie z.B.
durch Uberexpression von SERCA (Hajjar et al., B)®der des Ca - bindenden Proteins
S100A1 (Most et al., 2004), durch Modulation ded'Ga&anal - Rezeptors RyR des SR
(Yano, 2008; Santonastasi and Wehrens, 2007) bam. Sarcolipin (SLN) einem
Inhibitor der SERCA -Pumpe (Babu et al., 2006).eSider zentralsten Modulatorproteine
der C&" - Homéostaseregulation stellt das PLN dar, washadie Vielzahl der
therapeutischen Modelle unterstreichen. So versuchéan mittels PLN-asRNA (del
Monte et al., 2002; Eizema et al., 2000), durch idami-negative PLN - Mutanten
(lwanaga et al., 2004; Hoshijima et al., 2002; Halg 1999), PLN - knockout (Luo et al.,
1994) oder PLN - Antikorper (Dieterle et al., 2009gyer et al., 2004) die PLN -
Expression zu inhibieren, um die SERCA - Aktivitéit erh6hen und dadurch die kardiale
Kontraktion zu verbessern.
All diese Strategien haben eine Verbesserung dé$ -CHaushalts des insuffizienten
Herzens zum Ziel. Jedoch sind sie in ihrer Effizilegrenzt und stellen keine kausalen
Therapien fur die klinische Anwendung dar.
Erst mit der Entdeckung der RNAI (Fire et al., 1p88d der Entwicklung von siRNAs
(Elbashir et al., 2001a; Elbashir et al., 2001bj deutlich hoheren Spezifitdten und
Effizienzen als bisher angewandte Methoden (Ogoxelket al., 2006), stand nun eine
Technologie zur Verfigung, die das Potential fun dgnsatz in der kardialen Klinik
hatte.
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In einem ersten Ansatz konnWatanabe et aimit submolaren Mengen einer PLN-
SiRNA, verpackt in einem Parainfluenzavirus | - Ya@kHVJ - Hemagglutinating virus of
Japan), eine Reduktion der PLN - mRNA um 94 % z&iifnden nach Transfektion
vitro erzielen. Allerdings war bereits nach 36 h ein IRang des Silencingeffektes zu
beobachten (Watanabe et al., 2004).

Fasst man die Untersuchungen der kardialeA” CaHomoostase der letzten Jahre
zusammen, so stellt man fest, das die InhibiertorgRLN eines der vielversprechensten

therapeutischen Ansatze bei der Behandlung vonihtrffizienz darstellt.

Aus diesem Grund bestand das Ziel der vorliegeribeit darin, die bisherige PLN-
siRNA Technologie weiterzuentwickeln und eine négar effizientere shRNA gegen
PLN zu generieren und diese in eigens dafir nestkaerte, virale Vektorsysteme zu
implementieren mit der Absicht, diese erstmaligeinem kardialem Phanotyip vivo

einzusetzen.

4.1 Funktionelle Charakterisierung von AdshPLN,
Der therapeutische Einsatz synthetischer siRNAglisth das transiente Gensilencing
deutlich limitiert (Watanabe et al.,, 2004). Hinzwnkmen Schwierigkeiten einer
effizienten Transferrate in die Zielzellen, wie z.BKardiomyozyten. Diese
Einschrankungen wirden einen Einsatzvivo gravierend erschweren (Lewis et al.,
2002).
Mittlerweile konnten mit Hilfe von viralen Vektorsiemen diese Limitierungen sowohl
in vitro als auchn vivo weitestgehend Gberwunden werden, weshalb wir eleeartigen
PLN-shRNA exprimierenden adenoviralen Vektor (Adwitwickelten.
Basierend auf pre-screening Experimenten mit vézdelmen siRNAs wurde die
effizienteste in einen shRNA - exprimierenden Ad\sariert (Fechner et al., 2007).
Initiale Experimente zeigten eine Dosis - Wirkunggkhung, wobei mit 100 MOI
eingesetztem Vektor das maximale Silencing der RLMIRNA Expression erreicht
wurde. Weiterfuhrende kinetische UntersuchungdBelieerkennen, dass mit der gleichen
Dosis von 100 MOI bereits einen Tag nach Vektor&ptibn und konstant anhaltend bis
zum Tag 13 ein nahezu vollstandiger PLN - mRNA &wmown erzielt werden konnte.
Die PLN-shRNA bewirkte ebenfalls eine nahezu valslige Herunterregulation
auf Proteinebene. Allerdings konnte der Maximalveest am Tag 7 erreicht werden. Ein
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Grund fur diese zeitliche Verschiebung koénnte irr dialbwertszeit des Proteins
begrundet sein. Hinzu kommt, dass mit Beginn déen&ngs der PLN - mRNA bis zur
vollstandigen Inhibierung, die Translation von Puiiterhin ablaufen kann.

Entgegen unseren Beobachtungen erreidfdéanabe et aiit seiner synthetischen PLN-
siRNA zwar ebenfalls eine zeitgleiche Herunterragah der PLN - mRNA aber das
Maximum des Silencings fur das PLN-Protein setereits zwei Tage nach PLN-SiRNA
Transfektion ein (Watanabe et al., 2004). Einerdiehtliche Ursache fur die zeitliche
Verschiebung der Proteininhibierung ist nicht erkesr. Mogliche Faktoren, wie die
Verwendung eines vollig anderen Vektorsystems (HMJ AdV), Unterschiede im
Primarzellkultursystem sowie der Einsatz von PLRMA gegeniber PLN-shRNA
kénnten einen entscheidenden Einfluss auf das (@ansig haben.

Um mogliche Qff-target - Effekte der PLN-shRNA sowie toxische Effekteduziert
durch den Vektor, zu ermitteln, wurden Kontrollexpeente durchgefiihrt. Dabei konnten
Uber einen Beobachtungszeitraum von 7 Tagen keirezarderungen in der
Expressionsstéarke von ebenfalls an def*GaHomdoostase beteiligten Proteinen, wie
SERCA2a, NCX1, CSQ2 und Tnl festgestellt werders Beutet darauf hin, dass sowohl
die PLN-shRNA als auch der Vektor an sich keinepeagischen Einflisse auf die
kardialen Proteine austben. Auch der mitgefihrteenadirale Kontrollvektor
AdshCARA4, zeigte keine Auswirkungen auf die Proteinexpression

Die Ergebnisse belegen eine hohe Spezifitdt al$ aice hohe Effizienz der PLN-

shRNA. Aul3erdem konnte keine vektorbedingte ToaiAistgestellt werden.

4.1.1 PLN - Downregulation und C&"* - Transportaktivitat

Da das Gensilencing von PLN auf Proteinebene k&irsvirkungen auf die an der €a
Homoostase involvierten Proteine zeigte, sollterglmbe funktionelle Veranderungen
auf den C& - Transport in das Sarkoplasmatische Retikulumenéimtersucht werden.
Dafiir wurden Messungen des Oxalat - stimuliertei” Caransports an Homogenaten
von Kontrol-len ohne virale Vektoren als auch voansduzierten PNRK mAdshPLN;,
und shRNA-Kontrollvektor tUber einen Zeitraum vorir@gen durchgefuhrt. Mit dieser
Methode kann der ATP - abhéngige SERCA2a - ka®tysiCA™ - Transport in die SR -
Vesikel bei ausgewahlten freien Ca Konzentrationenin vitro gemessen werden
(Cernohorsky et al., 1998). Nichttransduzierte PNRi{e auch mit Kontrollvektor
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transduzierte PNRK, zeigten Uber den gesamten Batlragszeitraum keine
Veranderungen in der €a- Aufnahme. Dagegen kam es bei den witshPLN,
transduzierten PNRK zu einem stetigen Anstieg d8RGA2a - C&" - Aufnahme bis zu
einem Maximum von 100 % in Bezug af.xam Tag 5. Dieses hohe Plateau blieb bis
zum Tag 7 erhalten. Dies deutet auf eine erhohté Caffinitat der SERCA2a in PLN
defizienten PNRK hin.

Der Zusammenhang der zunehmendef’ Caffinitat bei PLN defizienten PNRK wird
deutlich bei der Betrachtung des Verhaltnissesrelativen C&" - Aufnahme gegentiiber
den PLN - Protein - Spiegeln lkdshPLN, transduzierten PNRK, flir den eine lineare
Beziehung hergestellt werden konnte.

Die Zunahme der G4 - Affinitat des SR CH - Transportsystems infolge des PLN -
Knockouts stimmt mit den Beobachtungen bzema et alEizema et al., 2000) und
Watanabe et a(Watanabe et al., 2004) wie aucho et al(Luo et al., 1994) Uberein.
Durch antisense RNA bzw. RNAI Techniken, wie aunohPLN - Knockout Mausen
konnten sie durch die Inhibierung der PLN - Expi@sslie kardiale C& - Aufnahme in

das SR steigern.

In einem weiteren Experiment wurde das unmittellfarsmald des PLN - Silencings auf
die C&" - Aufnahme bei PLN-shRNA transduzierten PNRK duligh Protein - Kinase K
(PKA) abhangige Phosphorylierung von PLN bestimDabei war eine signifikante
Abnahme der PKA stimulierten €a Aufnahme bei PLN-shRNA transduzierten PNRK
zu beobachten, die vier Tage nach TransduktionMrkimum erreichte und bis zum
Ende anhielt. Da die PKA nur das ihm zur Verfigwtghende PLN phosphorylieren
kann und somit die G&- Aufnahme gewahrleistet, die PLN - Konzentratarer durch
das Gensilencing stetig abnimmt, verringert siclchauwdie Menge an noch zu
phosphorylierendem PLN und infolgedessen kommtiegimem Riickgang der €a-
Aufnahme. Dagegen war die PKA stimulierte’CaAufnahme in der Kontrollgruppe von
nichttransduzierten PNRK nahezu unverandert. DI@aten belegen, dass das PLN -
Silencing eine Steigerung der Ta Affinitat der SERCA2a bedingt und bestatigen

indirekt die zentrale Modulatorfunktion des PLNS ther kardialen C4 - Homoostase.

Die bisherigen Ergebnisse konnten eindrucksvolge®i dass die Kombination von

neuartigen shRNAs mit neukonzipierten AdV derzeistehende Limitierungen
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(Watanabe et al., 2004), wie die der repetitiverplikation von synthetischen siRNAs
und der sehr kurzen Wirkungsdauer erfolgreich urggarwerden kann. So erlaubt das
adenovirale Vektorsystem die Expression der PLNMNARN der Zielzelle Gber einen
weitaus langeren Zeitraum mit einer deutlich hoheikeffizienz. Die zurzeit zur
Verfigung stehenden PLN-siRNAs wéren fur eineni&tinen Einsatz nicht anwendbar
(Lewis et al., 2002). Demgegenuber konnte die kleExpressionskassette mit der
spezifischen PLN-shRNA sehr leicht in die erst kidlezentwickelten kardiotrophen AAV

- Vektoren implementiert und intravenigsvivo appliziert werden (Muller et al., 2006).

4.2 Funktionelle Charakterisierung von PLN-shRNA exprimierenden
SCAAV-shPLN - Vektoren

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene sabgtkementare (sc) AAV -
Vektoren zur Expression einer shRNA gegen PLN ark&it, um die Limitierungen von
adenoviralen Vektoren bei dan vivo Anwendung, wie erhOhte Toxizitat, kurze
Expressionszeit und geringer kardialer Tropismugjmmgehen.

Initial wurden drei verschiedene AAV - Vektorenrgpestellt. Diese unterschieden sich
prinzipiell in der GroRe der verpackten Vektor - MNsowie der PLN-shRNA -
Expressionskassette und weiterer transkriptionat@kKomponenten. Zunachst wurden
in vitro Untersuchungen in PNRK mit drei verschiedenen ddkinzentrationen
durchgefuhrt. Dabei stellte sich ein Vektorkonstr(dcAAV-shPLN;) sowohl nach funf
Tagen als auch nach zehn Tagen am effizientestaudewdhrend die anderen beiden
Konstrukte signifikant geringere Silencingeffiziemz aufwiesen. Die hdchste
Vektorkonzentration mit 20.000 P/Z ergab bei allieei verwendeten Vektorkonstrukten
den starksten SilencingeffekécAAV-shPLN; erwies sich als genauso effizient wie
AdshPLN,. Dagegen war die Herunterregulation der PLN - mRERpression bei
SCAAV-CMV-GFP-shPLN; an beiden Untersuchungszeitpunkten nur sehr sdhwac
ausgepragt.

Diese Beobachtungen gehen einher mit den Expressiatysen von PLN-shRNA.
Hierbei sollte die Beziehung der PLN-shRNA Expresszur Silencingeffizienz der PLN
- mRNA untersucht werden. Zunéachst stellte sichaber dass mit steigender
Vektorkonzentration auch die PLN-shRNA Expressiagenommen hatte. Auffallend
war, dass weniger als ein drittel an PLN-shRNA tsgtisiert durctrscAAV-shPLN;, die
gleiche Silencingeffizienz der PLN - mRNA bewirktesie durch AdshPLN;. Eine
maogliche Erklarung dafur kdnnte sein, dass sichddiech AdshPLN, exprimierte PLN-
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SshRNA bereits im Sattigungsbereich befindet im Gegé& zur PLN-shRNA von
SCAAV-shPLN;. In dem Falle ware der Unterschied der PLN - mRB¢pression durch
AdshPLN; bzw.scAAV-shPLN; methodisch bedingt.

Weiterhin konnte festgestellt werden, dass die Ldee shPLN-RNA Expression fiur alle
drei scAAV - Konstrukte an beiden Untersuchungszeikten jeweils konstant geblieben
waren, wahrend bé&lddshPLN, am Tag 10 die PLN-shRNA Konzentration um tber 60 %
abgenommen hatte. Dies konnte auf einen friheeiti§bbau der adenoviralen PLN-

shRNA exprimierenden Vektoren hindeuten.

4.2.1 Einfluss der Genomstruktur auf die ShRNA-PLN - Expression

Uberraschend war allerdings, dass die anderen mé{destrukte $cAAV-CMV-GFP-
ShPLN; und scAAV-CMV- -Intron -shPLN,) eine geringere Silencingeffizienz als
SCAAV-shPLN; aufwiesen, obwohl alle drei Vektorkonstrukte dleiche PLN-shRNA
Expressionskassette beinhalteten. Um dieses Phanaaofeuklaren, wurde eine Reihe
von Kontrollexperimenten durchgefuhrt.

Alle drei Vektoren bestehen aus selbst-komplementésc) AAV - Vektorgenomen. Sie
haben neben den ITRs und einem poly A - Signag BiobN-shRNA Expressionskassette
und dem murinen Polymerase Il - U6-Promotor gesemim. Die beiden Vektoren
SCAAV-CMV- -intron-shPLN, und scAAV-CMV-GFP-shPLN, beinhalten zusatzlich
noch eine nicht kodierendelntron Sequenz bzw. eine Sequenz fur GFP und [swei
einen CMV - Promotor. DascAAV-CMV-GFP-shPLN, - Vektorkonstrukt ermoglicht
aufgrund des vorhandenen GFP die Kontrolle desdrekgetings und stellt mit 2,4 kb
das GrofRdte der drei Konstrukte dar. Mit dieser GegréfRe lag es an der unteren Grenze
der Verpackungskapazitdt von scAAV-VektoréWu et al konnte in seinen Unter-
suchungen zeigen, dass doppelstrdngige AAV - Genwome 2,3 bis 3,3 kb Grol3e
erfolgreich verpackt werden kénnen (Wu et al., 2007

Fur uns stellte sich aber nicht die Frage, die Maverpackungskapazitat von scAAV -
Vektoren zu untersuchen, sondern vielmehr intezggsuns, ob ein AAV - Genom nur
mit dem notwendigsten ausgestattet, also mit déstdadigen Expressionskassette flr
PLN-shRNA, verpackt wird und eine funktionsfahigeN?shRNA produziert. Auf3erdem
bestand die Uberlegung bei der Konstruktion weit®eN-shRNA Konstrukte auf GFP
zu verzichten, da GFP moglicherweise Apoptose imdluzund sogar dilative

Kardiomyopathie hervorrufen kann (Huang et al.,®Q0u et al., 1999).
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Aus diesen Griinden wurden zwei weitere KonstruktsenscAAV-CMV-GFP-shPLN;,
generiert. Zum einescAAV-CMV- -intron-shPLN, mit 2,14 kb (89 %) Lange und zum
anderersCAAV-shPLN; mit nur 975 bp (41 %).

Erstaunlicherweise erwies sich das Vektorkonstmnkt der geringsten Genomgrolie,
welches auch verpackt wurde, mit dem starksten il@aagg von PLN am effizientesten.
Auch scAAV-CMV- -intron-shPLN, zeigte gegentbescAAV-CMV-GFP-shPLN;
eine deutlich héhere Silencingwirkung. Mit einerki@genomgréfie von nur 41 % von
SCAAV-shPLN; im Vergleich zu bisher 2,4 kb groRen dsAAV - Geronkonnte hier
erstmalig die erfolgreiche Verpackung deutlich leliez doppelstrangiger AAV - Genome
gezeigt werden.

Um die Ursachen fur die unterschiedlichen Gensitgeffizienzen herauszufinden,

wurden vergleichende molekulare Analysen der scAANstrukte durchgefihrt.

4.2.2 Einfluss des CMV - Promotors auf die PLN-shRNA - Epression

Das kleinste VektorkonstruldcAAV-shPLN; stellte sich als das Effizienteste in seiner
Silencingwirkung heraus. Im Vergleich zu den andebziden AAV - Konstrukten
unterscheidet es sich durch das Fehlen eines CMiM¥motors. Um die Auswirkung des
CMV - Promotors auf die PLN-shRNA Expression nahetersuchen zu kénnen, wurden
dafur aus den beiden KonstruktsobAAV-CMV- -intron-shPLN, und scAAV-CMV-
GFP-shPLN, der CMV - Promotor entfernt. AnschlieBend wurdene afunf
verschiedenen Konstrukte, sowohl die drei ohne GMRfomotor als auch die zwei mit
CMV - Promotor, untersucht. Die Uberpriifung erfelgmit den Plasmidformen der
Konstrukte in 293T - Zellen.

In Ubereinstimmung mit den Vektor erhobenen Datemgten sich auch hier signifikante
Unterschiede in der PLN-shRNA - Expression Ip&AAV-CMV-GFP-shPLN, und

pPAAV-CMV- -intron-shPLN, gegeniber den nicht CMV - Promotor haltigehAV-

shPLN; Plasmidkonstrukten. Die Deletion des CMV - Promefiiihrte zu einem starken
signifikanten Anstieg der PLN-shRNA Expressionsrate 14 % auf Uber 82 % bzw
46 % auf Uber 138 % gegenuber aquivalenten CMVomBtor Konstrukten. Dies lasst
eine suppressorische Wirkung des CMV - Promotofsda U6 - Promotor gesteuerte

PLN-shRNA Expression vermuten.
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Entgegen dieser Beobachtung wurde in der bishetigeratur nur Gber eine Steigerung
der Silencingeffizienz von shRNAs berichtet, wenus&zlich zum Polymerase Il
Promotor (U6 oder H1) ein Polymerase Il Promotdvi{G anwesend ist, nicht aber tber
maogliche inhibitorische Effekte des CMV - PromotodEsne maogliche Erklarung fur die
steigernde Wirkung durch den CMV - Promotor isterelseinen Enhancerelementen die
unmittelbare Nahe zu dem Polymerase Ill - Prom@tassani et al., 2007; Xia et al.,
2003). Diese Beobachtungen kdnnen durch unserebfigge nicht bestatigt werden.
Unsere Daten zeigen eindeutig eine Suppressorvgrkles CMV - Promotors auf die
PLN-shRNA - Expression.

4.2.3 Inhibitorische Wirkung von GFP auf die PLN-shRNA - Expression
Bei der Betrachtung der Expressionslevel fur PLRNA bei den GFP - bzw.-Intron -
Konstrukten sowohl mit CMV - Promotor als auch olfie¢ auf, dass die PLN-shRNA
Expressionsraten bei GFP - co - exprimierenden #okien deutlich geringer waren. Da
sichpAAV- -Intron-shPLN, und pAAV-GFP-shPLN; nur noch durch das GFP - Gen
bzw. -Intronsequenz voneinander unterscheiden, konnt® ®&men inhibitorischen
Effekt sowohl auf die RNA - Interferenz als auchf die PLN-shRNA - Expression
haben. Frihere Studien haben gezeigt, dass GFBozii@ste toxische Effekte sowohl
nachin vitro Transfektion wie auch in Ratten- oder transgenamidvhodellen beobachtet
worden sind. So fandiu et al Hinweise darauf, dass mit GFP transfizierte Zebken
Apoptose neigen (Liu et al., 1999). In einer tramsn Mauslinie fihrte die unter einem
MHC - Promotor gesteuerte GFP - Expression sogariper dilatativen Kardio-
myopathie (Huang et al., 2000). Weitere Daten eeigtoxische Auswirkungen auf
dopaminerge Neuronen durch GFP - Gentransfer in Hippocampus adulter Ratten
(Klein et al., 2006).
Gegen diese Theorie des toxischen Effektes von $péthen allerdings einige Arbeiten,
in denen GFP als Fluoreszenzfarbstoff in verscimedelransfektionsmodellen als auch
in in vivo Modellen erfolgreich eingesetzt wurde, ohne Nebsawmgen beobachtet zu
haben (Daniels et al., 2003; Goldman and Roy, 20bk@pe et al., 1997).
Aufgrund unserer Daten, die auf einen inhibitoresthEffekt von GFP auf die PLN-
shRNA Expression hinweisen, sollten bei der Verwermd von GFP als

Transduktionskontrolle Alternativen in Betracht ggen werden.



Diskussion 114

4.2.4 Konkatemerisierung bei scAAV-shPLN

Aufgrund der geringen Genomgrof3e \smAAV-shPLN, mit 975 bp ergab sich hier die
rechnerische Mdoglichkeit der Konkatemerisierungbeiozwei Genomkopien in einem
Viruskapsid verpackt werden konnen. Dies konnte aiite Ursache fur die hohe
Silencingeffizienz von PLN sein. Um diesen Sacha#rhdher zu untersuchen, wurden
weitere Experimente durchgefuhrt.

Durch Restriktionsanalyse konnte zunachst bei altenAAV - Vektoren der dimerische
Charakter dokumentiert werden. Bei Konkatemerisigrgollten bei einenHind Il -
Verdau vorscAAV-shPLN; mehrere Restriktionsmuster zu erwarten sein.

Der Southern Blot fiiscAAV-shPLN; ergab unter anderem eine Bande bei ca. 880 bp.
Diese Grol3e der Bande konnte nur bei einer ,HeaHldad“ Konstellation von zwei
Genomkopien in einem Viruskapsid entstehen. Waiteviar eine kleinere Bande zu
sehen, bei der es sich wahrscheinlich um zwei Feagen(438 bp und 563 bp) handelt,
wobei dies aber nicht ganz eindeutig ist.

Ein weiteres Indiz fiir eine Doppelbande und sona@tMoglichkeit, dass sowohl Kapside
mit einer als auch zwei Genomkopien verpackt wurdeindie Starke des Blotsignals.
Wenn man davon ausgehen wirde, dass ausschligleaiGenome pro Kapsid verpackt
worden waren, so hatten bei einétimd Il Verdau die Signalstarken beider Fragmente
aufgrund der Sondenhybridisierung annahernd dielgentensitat aufweisen missen, so
wie es belAAV-CMV- -Intron-shPLN, zu beobachten ist.

Die Konkatemerisierung wurde unter anderem bei rAAYenomen angewendet, um die
Limitierung der Verpackungskapazitat zu umgeherkéiat al., 1999; Duan et al., 1998).
So konnten Expressionskassetten, die zu grol3 m@énalAAV - Vektor waren, auf zwei
rAAV - Vektoren aufgeteilt und anschlie3end durcbnKatemerisierung in der Zielzelle
zu einer funktionellen Kassette wieder zusammerggefierden (Choi et al., 2005; Duan
et al., 2000).

Allerdings wurde in der Literatur bisher nicht beseben, dass auch eine
Konkatemerisierung, also eine intermolekulare Rdkoation (Choi et al., 2005), aus nur

einem Vektorgenom einer durch scAAV infiziertenl|&adrfolgen kann.

Unsere Ergebnisse zeigen erstmalig die Verpackamgzwei Genomkopien aus einem
Vektorgenom pro Viruskapsid durch Konkatemerisigruaufgrund der geringen
GenomgroélRe, wodurch die Effizienz der PLN-shRNAIipodeeinflusst werden kann.

Das konnte zur Folge haben, dass die zu verabreleh&/ektordosis von sScAAV
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minimiert werden kann, da durch zwei Genomkopiestathnur einer, mit der Halfte der

Dosis die gleiche Wirkung erzielt werden kann.

4.3 Anwendung von shRNA exprimierenden Vektoren im herinsuffi-

zienten Rattenmodell
Die in vitro Untersuchen haben verdeutlicht, dass das durch $AIRNNA hervorgerufene
Gensilencing via RNA - Interferenz nicht nur trangkonell und auch translationell hoch
effizient ist, dartber hinaus ist es auch hochdisehi.
Daher stellte sich die Frage nach der klinischele\Raz dieses therapeutischen Ansatzes
zur Behandlung von Herzinsuffizienz. Bisher wurdam Beantwortung dieser Fragen
Untersuchungen in priméren neonatalen Herzzellketuaus der Ratte durchgefinhrt.
Diese stellen nur ein artifizielles, isolier@s-vivoSystem dar, in dem sich die komplexen
Regulationsvorgénge des Gesamtorganismus nur lediderspiegeln.
Fur eine Betrachtung im funktionellen Gesamtkontexdtn gentherapeutischen
Interventionen bieten bisher nur Tiermodelle sainte Moglichkeit.
Als ein geeignetes und gut beschriebenes Untersgsbbjekt wurden Sprague Dawley
Ratten mit einer induzierten Hypertrophie und Hesaifizienz durchAortic Banding
verwendet. Dieses Modell wurde bereits erfolgreibbschrieben und bildet die
auftretenden klinischen Symptome bei chronischeridsuffizienz gut ab und war daher

fur unsere Untersuchungen sehr gut geeignet (Cal,62002; Kagaya et al., 1996).

Von den drei SCAAV - Vektoren erwies sich der AAWektor mit dem kirzesten Genom
(SCAAV-shPLN;) am effizientesten (siehe 3.2.1), weshalb diedar die in vivo
Experimente zum Einsatz kam.

Kirzlich konnte ein neuer AAV - Serotyp 9 identié# werden, der Uber die bisher
hdchste Transduktionsrate und den ausgepragtestenzéfitropismus verfiigt (Inagaki et
al.,, 2006). Die Gruppe urnPacak et alzeigte an einem Affenmodell eine effiziente
Herztrans-duktionsrate mit einer ca. 200 facherngeren Vektordosis von rAAV9 im
Vergleich zu einem rAAV1 - Vektor (Pacak et al.,08). Aufgrund dieser neuen
Erkenntnisse wurden fir dien vivo Versuche die VektorerscAAV9-shPLN, und
SCAAV9-shGFPgeneriert.

Neben den scAAV - Vektoren kamen auch die adenlevir&ektorenAdshPLN, und

AdshGFP als ein Modell fur eine Kurzzeitbehandlung und é&sgleichsvektoren zum
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Einsatz. Diese wurden aufgrund des schwachen Hirapesmus mittels Thorakotomie
direkt Uber den Apex des linken Ventrikels applizieim Gegensatz zur
Schwanzvenenapplikation der AAV - Vektoren.

4.3.1 PLN-shRNA erhéht Uberlebensrate bei Tieren mit Herinsuffizienz

Bei der Betrachtung des Studiendesignsidesvo Gentransfers fallt auf, dass bei einer
Ausgangssituation von jeweils 10 Tieren pro viraissduzierter Gruppe, die
Mortalitatsrate bei den shGFP - Kontrolltieren holag als bei PLN-shRNA behandelten
Tieren. Noch deutlicher waren die Auswirkungen peagredierender Herzinsuffizienz
nach drei monatiger Ligatur. Hier tberlebten in #d@mtrollgruppen nur 6 von 10 Tieren
gegeniber 9 von 10 in den sitAAV9-shPLN: behandelten Gruppen. Diese Ergebnisse

waren noch nicht statistisch signifikant, zeigtberaeine deutliche Tendenz.

4.3.2 Normalisierung der Hamodynamik nach viralem PLN-shRNA -

Vektortransfer
Sowohl die Gruppe mit AdV als auch die mit AAV - Kteren zeigten gegenuber den
Kontrolltieren (sham) keine signifikanten Untersade in ihrer Herzfrequenz.

In Tiermodellen mit druckinduzierter HerzhypertrapllurchAortic Bandingkonnte ein
deutlicher Abfall der SERCA2a - mRNA bzw. Proteiwrdefestgestellt werden (Qi et al.,
1997; Feldman et al., 1993; de la et al., 1990)dubeh verringert sich der €&a-
Einstrom aus dem SR in das Zytosol erheblich, walken sich daraus reduzierte
Calciumtransient eine verminderte Kontraktion zalge hat, welches sich in den Werten
des linksventrikularen systolischen Drucks (LVSR)wie des linksventrikularen
enddiastolischen Drucks (LVEDP) véw-shGFP undscAAV-shGFP widerspiegelte.

Die durchAortic Bandinginduzierte Herzinsuffizienz fuhrt zwangslaufig ewmer
Verringerung von funktionsfahigen Herzmuskelzellegdurch die Kontraktilitat der
verbliebenen Kardiomyozyten sinkt (Anversa et &990). Da damit auch die
Herzleistung abnimmt, versucht der Organismus d@sderliche Schlagvolumen unter
anderem durch die Erhéhung des LVEDP zu kompems{gexgl.Abb. 3.149.

Mit beiden Vektorkonstrukten, sowoAdshPLN, als auchrscAAV-shPLN;, konnten die
Druckparameter im Vergleich zu den shGFP - Korgrokignifikant verbessert werden.
Mit einer Erh6hung des LVSP auf 92 *+ 4 vs 98 + 4nJAG] sowie einer Verringerung
von LVEDP auf 8 £ 3 vs 6 = 2 [MmHG] durskAAV-shPLN; im Vergleich zur sham -
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Kontrolle bewirkte das Gensilencing von PLN nahedne Normalisierung auf die
Ausgangswerte.

Die Inhibierung der PLN - Expression durdl-shPLN, und scAAV-shPLN; fihrte zu
einer Steigerung der SERCA - AktivitdDdaraufhin gelangte mehr Calcium in das SR,
wodurch sich der Calciumtransient wieder erhdhtd samit ausreichend Calcium fur
eine Kontraktion zur Verfligung stand, was in eingignifikanten Anstieg des LVSP

resultierte (s.0.).

Die Auswirkungen des Gensilencings von PLN spiegaich auch in den
Relaxationsparametern wieder. So konnten die Wdite Druckanstiegs- bzw.
Druckabfallgeschwindigkeiten, sowie ftau, signifikant verbessert werden. Der Einsatz
von ScAAV-shPLN; fuhrte zu einer beinahe vollstandigen Normalisigruder
Relaxationsparameter des Myokards bei herzinsefftein Tieren.

Die Betrachtung aller hAmodynamischen Parameteodstmert eindrucksvoll die hohe
Effektivitat der RNA-Interferenzin vivo bei der Therapierung der induzierten

Herzinsuffizienz bei Ratten.

4.3.3 Signifikante Verbesserung der echokardiografischefarameter nach viralem
PLN-shRNA - Vektortransfer
Die echokardiografischen Untersuchungen gingeneeimhit den zuvor beschriebenen
hamodynamischen Auswertungen bei den PLN-shRNAktdren. Auch hier konnten fur
alle gemessenen Parameter signifikante Verbessemungchgewiesen werden, wobei
hier die mit scAAV-shPLN; transduzierten Tiere im Vergleich zu déwshPLN, -
Tieren die groRere Verbesserung aufwiesen.
So bewirkte die PLN - Inhibierung durdtAAV-shPLN; bei den systolischen bzw.
diastolischen Durchmessern des linken Ventrikel¥)(lnahezu die Werte gesunder
Kontrolltiere. AdshPLN; transduzierte Tiere zeigten ebenfalls signifikante
Verbesserungen der echokardiografischen Paramatereareichten nicht annéhernd den
Wirkungsgrad wie durchscAAV-shPLN;. AdshPLN, z&hlt zu der 3. Generation
adenoviraler Vektoren und damit zu den am weitesiviekelten dieser Klasse, jedoch
kann eine Inflammation und eine Aktivierung des lomsystems der infizierten Zellen
durch Aktivierung von MAP-Kinasen und N nicht ausgeschlossen werden (Muruve,
2004). Dies und die Tatsache, dass durch das ,Aeishdes adenoviralen Genoms zur

Steigerung der maximalen Verpackungskapazitat,Tdssgenexpression unter die der
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vorherigen Vektorgenerationen gesunken ist, simg enogliche Erklarung fur den nur
begrenzten und temporaren Erfolg gegeniber den¥cA¥ektoren (Evans et al., 2006).
Auch die echokardiografischen Parameter konnteradigerordentliche Effizienz
der PLN-shRNA an einem herzinsuffizientem Krankéraibdell belegen und die Vorteile
einer Kombination mit scAAV - Vektoren fir den geetapeutischen Einsata vivo

deutlich machen.

4.3.4 Erfolgreiche morphologische Validierung nach viralen Gentransfer

Das Aortic Banding bewirkte bei Ad-shGFP und scAAV-shGFP anhand der
morphologischen Parameter eine deutliche Gewichtdrme des LV bzw. Herzens im
Vergleich zu den Sham-Kontrollen, sowie signifil@iErhohungen der Quotienten aus
LV/Korpergewicht und LV/Tibialénge.

Diese Daten gehen einher mit den Beobachtungervaar et alsowie vonde la Bastie
et al die ebenfalls vier bis 16 Wochen nach Aorten tugdei Ratten Zeichen einer
schweren Hypertrophie mit deutlich erhdéhten HeragbtwKorpergewicht-Quotienten
festgestellt hatten (Maier et al., 1998; de laletl®90). Sowohl die adenoviralen als auch
die scAAV - Vektorkonstrukte mit PLN-shRNA fuhrtem einer signifikanten Reduktion
der LV-Gewichte, welche annahernd die Werte dengSKantrollen erreichten und somit
zu einer deutlich verbesserten Pumpleistung dezddsrfiihrten.

Fasst man diein vivo Ergebnisse dieser vorliegenden Arbeit zusammen,isso
festzuhalten, dass hier erstmalig an einem herffingmten Rattenmodell erfolgreich
gezeigt werden konnte, dass durch effizientes Garesng von PLN mittels einer vektor-
exprimierenden, hochspezifischen PLN-shRNA der ietedPhanotyp nahezu vollstandig

geheilt werden konnte.

4.3.5 Nachweis von PLN-shRNA im transduzierten Rattenheren

Es stellte sich die Frage, ob drei Monate nach eliger Schwanzvenen - Applikation
vonscAAV-shPLN; in die Ratte ein Nachweis von PLN-shRNA im Hereadyglich ist.

Da der hier verwendesAAV-shPLN; - Vektor tber kein zusatzliches Reportergen, wie
LacZ oder fluoreszierendes GFP verflugte, konnteNaohweis flr das Vorhandensein
von PLN-shRNA nur mittels quantitativer Real-TimER erfolgen.

Wie zu erwarten, konnte in den Sham- und den GFRren, als Negativ - Kontrollen,
keine PLN-shRNA nachgewiesen werden. Nur im HerzajpmveinerscAAV-shPLN,
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transduzierten Ratte konnte in allen Messungerr émeifachbestimmung mittels Real-
Time PCR PLN-shRNA detektiert werden. Allerdingsrvele Konzentration an PLN-
ShRNA sehr gering, da der Nachweis erst bei Zykluerfolgte. Die Real-Time PCR war
auf 40 Zyklen angelegt, weshalb wir uns an der E&ai&e Nachweisgrenze befanden und
dieses Ergebnis daher nur die Aussage zulasst,diesslonate nach Applikation von
SCAAV-shPLN; diese immer noch im Myokardgewebe exprimiert wurslgssagen tber
Expressionsstarke oder eine Verteilung im Myokaademn nicht moglich.

4.4  Einfluss der Vektor-exprimierten PLN-shRNA auf die Expression

von herzspezifischen miRNAs
RNAI ist ein sehr leistungsfahiges Werkzeug zur eméh Untersuchung von
Proteinfunktionen. Geninaktivierungen in Mausen ofationierten die Heran-
gehensweise, die Grundlagen in der Biologie zusammmst einer Vielzahl von
Erkrankungen zu studieren (Metzger and Feil, 1998hn and Schwenk, 1997). Der
Versuch einer gezielten Inhibierung der Genexpoessi humanen Zellen gestaltete sich
aber lange Zeit als sehr schwierig (Weiss et &99). Erst die Entdeckung der RNA
Interferenz bei Pflanzen un@.elegansertffneten ganz neue Perspektiven bei der
Genregulation (Hamilton and Baulcombe, 1999; Firale 1998; Napoli et al., 1990).
Dieser Mechanismus konnte auch erfolgreich in hienazellen zum Ausschalten von
Zielgenen angewendet werden (McManus and Shar®; Z0ibashir et al., 2001a). Mit
der schnell zunehmenden Zahl von Anwendern diesehriologie stellten sich mit der
Zeit aber auch erste unerwinschte NebenwirkungesubgManche et al., 1992; Meurs
et al., 1990). Darunter konnten verschiedene solsbgenannterOff Target Effekte
beobachtet werden. So kann es zu Kreuzreaktionenkutzen RNA Molekile mit
anderen homologen Sequenzbereichen kommen, aufgtanchohen Redundanz der
kurzen Nukleotide im Gesamtgenom (Jackson et @D3R Bridge et alkonnte zeigen,
dass auch shRNA Molekiile, trotz ihrer optimalen (&&;dinterferonantworten induzierten
(Bridge et al., 2003). AucBledz et alvies auf die mdglichen Risiken von siRNAs bei der
Herunterregulation von Genen in Zellen hin. So &andie heraus, dass die Transfektion
von siRNAs zu einer Interferon vermittelten Aktinieg des JAK-Stat Pathways fuhrte
(Sledz et al., 2003). In einer weiteren Arbeit Istesich heraus, dass siRNAs ebenfalls
unspezifische aber sequenz-abhangige Effekte bewinknd so Auswirkungen auf

unbekannte Targets haben kénnen (Scacheri eDal,) 2
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Zu einer weiteren Art von kurzen RNA - Molekllerhgeen die MicroRNAs (miRNAS).
Dabei handelt es sich um einzelstrangige, 21 -t22nmge RNA - Molekile, die durch
Bindung an den 3' UTR Bereich der mRNA zu einenmgtationalem Silencing fuhren.
Diese endogenen RNAs werden zuerst als eine lahgetRanskribiert und anschlie3end
durch eine RNase Ill (Drosha) zu einer VorlaufeRMA (pre-miRNA) von ca. 70 nt
prozessiert (Lee et al., 2002). Die pre-miRNA hildgabei eine unvollstidndige
Harrnadelstruktur aus, welche anschlielRend dumk eieitere RNase Il (DICER) zur
reifen, einzelstrangigen miRNA prozessiert wirdigBok et al., 2001; Hutvagner et al.,
2001; Ketting et al., 2001). Mittlerweile konntemrderte von miRNAs aus Pflanzen,
Tieren und dem Menschen identifiziert werden (Semtier and Carthew, 2005; Lagos-
Quintana et al.,, 2003; Lau et al.,, 2001) aber nom wenigen konnte ihre Funktion
entschlisselt werden. In allen bisher untersucl@eganismen fihrten Defekte in der
MiRNA Funktion zu erheblichen Stérungen in der Hoklung der Organismen. Es wird
vermutet, dass die Sequenzhomologie der miRNA augdisequenz entscheidend daftr
ist, ob es zu einer Repression der Translation kbwaoer zu einer Degradierung der
MRNA (Zeng et al., 2003; Doench et al., 2003).

Die Arbeitsgruppe vorDoench et alhatte entdeckt, dass siRNAs auch als miRNAs
fungieren und aufgrund der hier geringeren erfdicddeen Sequenzhomologie im
Vergleich zum RNAI - Mechanismus 0Iff targetEffekten fihren kbnnen (Doench et al.,
2003).

Ein weiteres Indiz fur eine enge Assoziation von ARNund miRNA stellen die
Ergebnisse vorGrimm et aldar, der einen maoglichen Einfluss von shRNAs aer d
zellularen miRNA Pathway aufzeigen konnte, da éiiberexpression von shRNAs sich
inhibierend auf das miRNA - Prozessing auswirkennkéGrimm et al., 2006). Kirzlich
konnten einige miRNAs beschrieben werden, die leei kdirdialen Hypertrophie bzw.
Herzinsuffizienz und der Regulation der Expansian \kardialen Progenitor Zellen
involviert sind (Care et al., 2007; van et al., 200hum et al., 2007; Sayed et al., 2007;
van et al., 2006).

In Anbetracht all dieser Hinweise sollte zunachstrealin vitro untersucht werden, ob
die in dieser Arbeit verwendeten Vektor-exprimiartehRNAs einen Einfluss auf die
Expression spezifischer, kardialer miRNAs (miRNA-21, -133a und -208) haben. Da
die hier betrachteten herzspezifischen miRNAs urdaderem im pathologischen
Zusammenhang beschrieben wurden und ein vergleiebbavitro System gegenuber

dem TAB - Rattenmodell geschaffen werden sollteyden fir die Experimente mit
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PNRK ein hypertrophie-induzierendes Agens, PhetylapgPE), verwendet (Care et al.,
2007; Backs et al., 2006).

Zunachst wurde der Einfluss der PLN-shRNA - Vektoeaif die Expressionslevel der
oben aufgefihrten miRNAs im Vergleich zur nichtsduzierten PNRK - Kontrolle ohne
zusatzliche Agenzien Uberprift. Dabei konnten keigmifikanten Unterschiede in der
MIiRNA - Expression festgestellt werden, was wongiglauf eine hohe Spezifitat der
PLN-shRNA zur Zielsequenz hindeutet. Fur die Untehsingen mit PE wurden zwei
Zeitpunkte gewahlt, einmal nach zwei Tagen und ainmach funf Tagen. Der spatere
Zeitpunkt entsprach dem gleichen Messpunkt, wie dien zuvor beschriebenen
Transduktionsexperimenten in PNRK, um so mdglicherrélationen anstellen zu
kénnen. Die Kontrolle nach zwei Tagen sollte friihge Veradnderungen aufzeigen.

Der Einfluss durch das hypertrophieinduzierende fBEte zwei Tage nach
Applikation zu einer Auflosung der Homogenitat dédrcro-RNA Expressionslevel im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Bei drei dier untersuchten miRNAs wirkte PE
nach zwei Tagen leicht inhibierend. Allerdings wadéese Tendenzen nicht signifikant.

Dagegen zeigten sich am Tag 5 sehr eindeutige teéffskwohl durch PE, als auch
durch die shPLN- Vektoren und PE. So wurde die anfanglich beoteehnhibierung
durch PE mit fortschreitender Zeit signifikant wérkt. Dabei verringerte sich die
Expression auf die Halfte bis fast zur vollstandigénhibierung. Zu &hnlichen
Beobachtungen kamen auch andere Arbeitsgruppenzuie Teil auch inin vivo
Hypertrophie - Mausmodellen eine Reduzierung fiiR1 bzw. miR133 feststellen
konnten (Care et al., 2007). Allerdings ist die neotane Datenlage zu den meisten
microRNAs noch sehr gering, wie auch b®wiR208 welche einen offensichtlichen
Regulator der MHC - Expression und des kardiologischen Remodslidgrstellt und
durch ein Intron des MHC (alpha-Myosin-schwere-Kette) - Gens kodiert dviDie
Expressionsstarke vomiRNA208konnte bei Mausen mit einem Bauch-Aorta-Banding
nach 21 Tagen nicht vermindert werden, jedoch Bbewirdie Blockade des
Stoffwechselhormons T3 durch Propylthiouracil (PTid) Ratten eine Abnahme der
MRNA Konzentration fur MHC, wie auch fir die pre-miRNA 208 (van et al.0Z. Das
Silencing in unseren PNRK bezog sich allerdings diafreife miRNA208 Neben dem
direkten Effekt der Hypertrophie auf dreiRNA208- Expression kénnte ebenfalls ein
Ruckkopplungsmechanismus vonMHC, welches bei Hypertrophie vermindert
exprimiert wird, sich auf die Regulation der michdR auswirken (Rupp and Maisch,
2002).
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Widerspruchlich sind hingegen die BeobachtungerdbemiR21- Expression. Wahrend
wir in vitro durch PE induzierte Hypertrophie eine nahezu téildige Herunter-
regulation feststellen konnten, zeigte sich ®ayed et atine 2 bis 8 fache Steigerung der
miR21 7 bzw. 14 Tage nach TAC (Transversale-AoAbsehnirung) bei Mausen
(Sayed et al., 2007). Es wurde beschrieben, mi@&1ebenfalls bei Menschen mit Krebs
hochreguliert ist (Volinia et al., 2006) und ant@potisch wirkt (Meng et al., 2006; Chan
et al., 2005). Durch einen Hypertrophiephéanotypdvgicherlich auch ein gewisser Grad
an Apoptose induziert, was eine Expressionsstengersmon miR21 erklaren wirde.
Aufgrund der nur schwer miteinander vergleichbaModellsysteme und der grof3en
Zeitdifferenzen, ist ein schlussiger Vergleich hextoch nur schwer méglich.

Allerdings haben alle die hier untersuchten micréRNeines gemeinsam, ihre
Expressionslevel konnten durch den Einfluss vAdshPLN;, wie auch durch
AAVsShPLN,, signifikant verandert und passten sich wieder dém normalen
unbehandelten PNRK vorhandenen Niveau an. Somibhteonunsere Untersuchungen
erstmalig zeigen, dass kardiologisch relevante;tdtiypertrophie inhibierte microRNAs,
durch das Silencing von Phospholamban mit einer -BIbRNA wieder in den
Normbereich zurlckgebracht werden konnten. Welchechdnismen sich dahinter
verbergen, ist noch weitestgehend ungeklart und anfbedveiterer intensiver
Untersuchungen. Ein moglicher Ansatzpunkt konntbedalas nukleare Karyopherin-
Exportin-5 spielen, da es an der Stabilisierungaoviiir ShRNAs als auch fir miRNAs
beteiligt ist und somit einen gemeinsamen Paraniéteweitere Untersuchungen bildet
(Grimm et al., 2006; Bohnsack et al., 2004, Yilet2003).

Bei den hier durchgefuhrten Experimenten zur Autdeg des Einflusses auf mdgliche
microRNA Pathways durch shRNAs handelte es sichMarexperimente, um so neue
denkbare Ansatze fur nachfolgende Untersuchungebildan. Da hier gezeigt werden
konnte, dass durch ein gezieltes Ausschalten vomN Rdinzelne kardiologisch,
bedeutsame microRNA# ihren Expressionslevels wiederhergestellt undwégse
gesteigert werden konnten, sollte in weiterfuhrenBgperimenten geklart werden, ob es

sich hierbei um spezifische Effekte handelt.
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5. Zusammenfassung

Die Herzinsuffizienz ist eine schwere Herzerkrankurbei der eine Stérung der
intramyokardialen C4 - Homdostase vorliegt. Eine zentrale Rolle beiRegulation des
intrazellularen C& spielen dabei zwei Regulatorproteine, die Sarlapkische
Retikulum Ca-ATPase (SERCA2a) und ihr Antagonistodpiholamban (PLN). Bei
Herzinsuffizienz weist die SERCA2a eine verringertktivitat auf, weshalb
therapeutische Ansatze darauf zielen, diese wimderhohen. In der vorliegenden Arbeit
wurden verschiedene adenovirale und adeno-asdezvi@us-(AAV) Vektoren zur
Expression einer shRNA gegen PLN konstruiert, neindZiel, PLN spezifisch mittels
RNA - Interferenztechnologie herunterzuregulier@amit die Aktivitat der SERCA2a zu
erhohen, um schliel3lich einen therapeutischen Effiek Herzinsuffizienzin vivo zu
erzielen.

Zunachst konnte in primaren neonatalen Rattenkanygbayten (PNRK) mit Hilfe des
adenoviralen VektorsAdshPLN; ein fast vollstdndiges Gensilencing erzielt werden.
Bereits bei einer geringen Vektordosis wurde eiatldgher Riickgang der PLN - mRNA
Expression beobachtet, die sich mit einer zeithckerzdgerung von ein bis zwei Tagen
auch auf die Proteinexpression auswirkte und inxiMam am Tag 7 erreichte. Die hohe
Spezifitat der PLN-shRNA konnte sowohl durch einggefihrte Kontroll shRNA als
auch durch die unveranderten Proteinlevel von eflenin der C# - Homdostase
beteiligten Proteinen demonstriert werden. Das PLNbilencing fiihrte zu einem
deutlichen Anstieg der G5- Affinitat der SERCA2a.

Mit Hinblick auf den Einsatz der PLN-shRNAn vivo am Zielorgan und einer
langfristigen therapeutischen Nutzung wurden veestdne mit einem self
complementary(sc) Vektorgenom versehene AAV6 — Vektorkonsteu&htwickelt, die
einen ausgepragten Herzzelltropismus zeigten. Dk anschlieRende systematische
Charakterisierungn vitro ergab deutliche Unterschiede in ihrer Silencingdf¥itét.
AulRerdem konnte bei diesen Untersuchungen festjesterden, dass zusatzliche
Polymerase Il - Promotor abhéangige GFP - Expreskessetten im viralen Vektorgenom
einen negativen Einfluss auf die shRLN Expression und der Silencing - Effizienz
haben. Von den hier drei naher untersuchten scAARL-8| - Vektoren, erwies sich der
.Kleinste* mit einer Genomlénge von ca. 1 kb ohneitere Expressionskassetten am
effektivsten. Dieser ermdglichte eine &hnlich staHerunterregulation der PLN-mRNA
in PNRK, wie sie mit demAdshPLN; erzielt wurde. Auf Grundlage dieser erfolgreichen

in vitro Daten wurde dieses Vektorkonstrukt in einem herffizienten Rattenmodeih
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Vivo eingesetzt, wobei allerdings das PLN-shRNA expnende Vektorgenom in ein
AAV9 Kapsid verpackt wurde, da AAV9-Vektoren im nmegn System eine nahezu
100 % Transduktionsrate kardialer Zellen nach systeher Applikation in vivo
ermdglichen.

Die Auswertung der hamodynamischen, echokardicgplaén als auch der
morphologischen Daten konnten erstmals den erficlyge Einsatz einer spezifischen
ShRNA in einem scAAV-Vektorkonstrukt an einem Ratte Herzinsuffizienzmodell
demonstrieren. Das Gensilencing von PLN im kardidkhanotyp fuhrte sowohl bei
AdshPLN; behandelten Tieren als auch nsitAAV-shPLN; zu einer signifikanten
Verbesserung aller kardialen Funktionen sowie mereVerlangerung der Uberlebenszeit.
Dartber hinaus zeigten diese Vektoren eine regulas Wirkung auf im Rahmen der
Entwicklung einer kardialen Hypertrophie bedeutsam@croRNAs. So bewirkten die
shPLN - Vektoren eine Normalisierung der microRN®¥pEessionslevel im Vergleich zu
hypertrophierten PNRK - Kontrollen.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass nserdi&rbeit sehr deutlich gezeigt
werden konnte, dass die neueste Generation von\écA¥ektoren in Kombination mit
RNA - Interferenz das Potential hat, gentherapeltisei Herzinsuffizienz zum Einsatz

zu kommen.
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6. Summary

Heart failure is characterized by deficiencies ina®'C regulation linked to
contraction/relaxation of the affected ventriclesl ahe single cardiac myocytes. Central
players of cardiomyocyte &a regulation are the Ca-ATPase (SERCAZ2a) of the
sarcoplasmic reticulum (SR) and its negative mddulprotein Phospholamban (PLN).
The function of the latter two SR proteins has biemd to be critically dysregulated in
failing hearts. Therefore, targeting the expressaod function of the SERCA2a-PLB
system by novel gene therapeutic approaches igrdlyra hot topic in cardiovascular
research. In the present work different adenovi(AldV) and adeno-associated-virus-
(AAV) vectors expressing PLN-shRNAs in cardiomyasy/tvere constructed and tested
for their silencing PLN potential. The ultimativeoa of this RNA interference
approaches was to develop a strategy for improthiegC&'-transporting activity of the
SR C&" pump in settings of heart failure.

Initially an almost complete PLN gene silencing Idolbe achieved in primary neonatale
rat cardiomyocytes (CM) using the adenovirale veé&tdshPLN;. Already with a low
vector dose a clear decline of the PLN mRNA expoaswas observed which was linked
to subsequent suppresdedN protein expression. The latter started witrekay of one to
two days and reached its maximum at day 7. Thaailg affect of this PLN-shRNA was
highly specific as verified by both control expeeints using control shRNA as well as by
the unchanged protein level of other proteins imgdlin cardiac Ca regulation. The
functional consequence of PLN silencing was aneiase C& - affinity and CA&'-
transporting activity of the SR €aATPase at submicromolar free®aconcentrations.

In order to use PLN-shRNA for treatment in chraméart failure in animal models
different self complementary (sc) AAV6-vector camsts with distinct heart muscle cell
tropism were developed. A systematic charactedmatif these constructs in cell cultures
showed a high silencing effectiveness. It was &smd that inclusion of an additional
polymerase Il promoter-depending GFP expressiosetisinto the viral vector genome
reduced both the expression of shRPBNd the silencing efficacy of the respective vecto
One out of three extensively characterized scAARiSK vectors turned out to exhibit
the most effective PLN silencing activity. The geno length of this vector was approx.
1 kb. It did not contain other expression cassefthe degree of reduction of PLN mRNA
levels in cultures neonatal rat cardiomyocytes edusy this vector was similar to the
previously characterizeddshPLN; vector. In addition, the PLN-shRNA expressing
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vector genome was also packed into an AAV9 capdie. latter exhibited a nearly 100
percent heart tropism in mice after systemic veaplication.

The therapeutic potential of the latter vector veaamined in settings of experimental
chronic heart failure due to pressure-overload thiegpertrophy in rats. Hemodynamic,
echocardiographic as well as morphological exaranatin this model revealed for the
first time that PLN gene silencing after treatmeith ScCAAV-shPLN; - but also with
either AdshPLN, - improved the contractile dysfunctions of the éymphied rat hearts
and prolonged the survival time of the animals wgitbssure-overload heart hypertrophy.
Furthermore, the applied viral vectors apparentiyduolated the expression levels of
certain microRNAs linked to pathological cardiac pbstrophy. They caused a
normalization of the microRNA expression level iongarison to hypertrophied CM
controls.

Thus, this work shows that the investigated scAAa¢ter-based RNA-interference
technology is a novel and promising gene therapeagpiproach for the treatment of

chronic heart failure.
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7. Ausblick

Die in der vorliegenden Dissertation erzielten brgsse belegen die hohe Spezifitat der
hier etablierten shPLN- RNA und die deutliche Effektivitat der verweneetviralen
Vektorenin vitro als auchin vivo. Trotz des ausgepréagten Herzzelltropismus der AAV9
Vektoren stellt der Anteil einer Fremdexpositionainderen Organen und Geweben noch
den limitierenden Faktor dar. Hinzu kommt, dassi¢geg Regulationsmechanismen uber
die Dauer oder Starke der Expression einer shRNWere Diese Limitierungen kénnten
mit einer neuen Generation von sogenannten microRNAsierten shRNAs (misiRNA)
Uberwunden werden, da hier fur die Transkription sleRNA auch gewebsspezifische
und pharmakologisch - regulierbare Polymerase Preamotoren (z.B. herzspezifische
MLC und Tet-abhéngige Promotoren) verwendet werllénnen. Erste Experimente
zeigten eine zum Teil hohere Silencing Aktivitatr aeisiPLN, als die konventionelle
shPLN.
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10. Anhang
10.1 Plasmidkarten
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