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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 Adeno-Assoziierte Viren

1.1.1 Einteilung der Adeno-assoziierten Viren

Adeno-assoziierte Viren (AAV) gehoren zur Familie der Parvoviridae. Parvoviren sind
kleine, nicht umhiillte Viren mit einem einzelstrdngigen DNA Genom (ssDNA), welches von
einem ikosaedrischen Capsid mit einem Durchmesser von 18-26 nm umgeben wird (Berns,
1990). Die Familie der Parvoviren umfasst zwei Unterfamilien. Densovirinae, die
ausschlieBlich Insekten infizieren, und Parvovirinae, welche bei verschiedenen Vertebraten
einschlieBlich des Menschen vorkommen und in die Genera Parvoviren, Erythroviren und
Dependoviren unterteilt werden. Zu den letzteren zdhlen die AAV mit den 14 derzeit
bekannten Serotypen. AAV benétigt als Dependovirus fiir einen produktiven Infektionszyklus
die Koinfektion mit einem Helfervirus (Muzyczka et al., 2001). Als Helferviren konnen dabei

Adenoviren (Atchison et al., 1965, Richardson et al., 1981), nahezu alle Herpesviren (Buller

et al., 1981) und humane Papillomviren (Walz et al., 1997) dienen.

[TR —p5 |—>p19,—>p40 Poly ITR
D—W rep cap

4,2 kb - —— Rep78

3,9 kb -—— Rep68

3,6 kb — Rep52

33kb - Rep40
~2,3 kb N — VP1

2,3kb WANSNCE VP2, VP3*

Abb. 1.1: Genomaufbau und Transkripte.

Oben dargestellt ist das AAV-Genom mit den zwei
ORFs rep und cap, den Promotoren und der
Polyadenylierungsstelle flankiert von den
palindromischen ITR-Sequenzen. Darunter
abgebildet sind die Transkriptionsprodukte. Die
Balken stellen die codierenden Bereiche, die Linien
die untranslatierten Bereiche und die Zacken die
Introns dar. Rechts werden die Translationsprodukte
angegeben (Muzyczka ef al., 2001).

1.1.2 Genom und AAV-Proteine

Das lineare, einzelstringige AAV-DNA-
Genom des am besten untersuchten
Serotypes 2 umfasst 4860 Basenpaare (bp).
Es enthdlt die zwei offenen Leserahmen
(ORF) rep wund cap flankiert von

sogenannten invertierten terminalen
Sequenzwiederholungen (ITRs).

Der linke Leserahmen codiert fiir die vier
nichtstrukturellen Rep-Proteine (Mendelson
1986), der rechte fiir die drei
VP2 und VP3

(Trempe et al., 1988). Das Genom enthélt

et al.,

Strukturproteine VPI,

weiterhin die drei Promotoren p35, p19 und
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p40, die die Transkription der AAV-Gene steuern (s.Abb.1.1). Durch den Gebrauch der
Promotoren p5 und pl9 und alternativem SpleiBen werden die Rep Gene von gleichen
Leserahmen aus transkribiert und codieren die regulatorischen Proteine Rep78, Rep68, Rep52
und Rep40. Diese werden nach ihrem ungefidhren Molekulargewicht im SDS-PAGE benannt
(Mendelson et al., 1986). Vom p40 Promotor werden die Transkripte fiir die Kapsidproteine
synthetisiert (Trempe et al., 1988), wobei es zwei Spleilvarianten gibt, von denen eine fiir
VP1 und eine fiir VP2 und VP3 codiert. Bei der Translation der mRNA fiir die
Kapsidproteine VP2 und VP3 werden zudem alternative Startcodons verwendet. Die an den
Genomenden positionierten, 145 bp langen ITRs konnen sich durch interne Basenpaarung
zuriickfalten und eine T-formige Haarnadelstruktur ausbilden (Lusby et al., 1980). Sie
besitzen cis-regulatorische Sequenzen, die fiir die DNA-Replikation, die Verpackung
einzelstrangiger AAV-Genome, die Integration ins Wirtsgenom in Abwesenheit eines
Helfervirus (McLaughlin et al., 1988) sowie fiir die AAV-Genexpression unerlésslich sind.
Weiterhin befinden sich im Bereich der ITRs zwei rep-binding elements (RBE) und die
terminal resolution site (trs) (Muzyczka et al., 2001) (siche Abb. 1.1).

Abb. 1.2: Sekundéirstruktur des AAV-2

ITR

Die AAV-ITRs befindet sich an beiden
Genomenden und bestehen aus den vier

Palindrom (A-A’), welches

c e
Bindemotiv RBE’ stabilisiert

(trs) findet das strang-
sequenzspezifische ,,Nicking* iiber

T 1 RBE' Sequenzen A, B, C und D, welche eine T-
S formige Haarnadelstruktur ausbilden. Diese
T setzt sich aus zwei inneren Palindromen (B-
¢ B’ und C-C’) und einem ldngeren duferen

Stammschleife der Sekundarstruktur bildet,
o zusammen. Die D-Sequenz liegt ungepaart
vor. In der Box dargestellt ist das rep
binding element (RBE) zur Bindung der
Proteine Rep78 und Rep68. Ein weiteres

Assoziation. An der terminal resolution site

Helikaseaktivitdt der groBen Rep Proteine
im Rahmen der Replikation statt (Gongalves

et al., 2005).
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1.1.3 Lebenszyklus der Adeno-assoziierten Viren

Adeno-assoziierte Viren werden nach Bindung spezifischer Rezeptoren an der Oberfldche
permissiver Zellen durch rezeptorvermittelte Endozytose aufgenommen. Als primérer
Rezeptor fir AAV-2 wurde der Heparin-Sulfat-Proteoglycan-Rezeptor (Summerford &
Samulski, 1998), als Korezeptoren der Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor 1 (Qing et
al., 1999) und Integrin a,Bs (Summerford et al., 1999) identifiziert. Nach der Aufnahme
gelangen die Viruspartikel in den Zellkern, wo die Freisetzung des Genoms (uncoating)

erfolgt. Anschlieend durchlduft AAV entweder eine latente oder eine produktive Infektion.

1.1.3.1 Latente Infektion

In Abwesenheit von Helferviren erfolgt eine begrenzte Expression regulatorischer Proteine
von AAV. Diese bewirken eine Repression weiterer viraler Genexpression (Pereira et al.,
1997) und hemmen die virale Genomreplikation. AAV kann schlie8lich eine latente Infektion
etablieren, bei der es entweder relativ ortsspezifisch in die Wirtszell-DNA integriert oder als
stabiles Episom extrachromosomal verbleibt (Russell et al., 2003). Die Integration erfolgt
dabei héufig in eine Region des Chromosom 19 (19q13-qter) des humanen Genoms, die als
AAVSI bezeichnet wurde (Kotin et al., 1990, 1991, 1992; Samulski et al., 1991; Hiiser et al.,
2003). Kommt es zu einer Superinfektion latent infizierter Zellen mit Helferviren wird das
integrierte Provirus reaktiviert (rescue) und eine produktive Infektion eingeleitet (Hermonat et

al., 1984).

1.1.3.2 AAV-Replikationsmechanismus

In Gegenwart von Helferviren wird ein produktiver Infektionszyklus initiiert. Unter Einfluss
der Helferfunktionen wird die Synthese regulatorischer Proteine erhdht, welche nun als
Transaktivatoren an den AAV Promotoren fungieren (Berns et al., 1995). Die Expression der
grolen Rep-Proteine ist zudem essenziell fiir die AAV-DNA-Replikation (Berns, 1990),
welche tliber den sogenannten single strand displacement-Mechanismus erfolgt (Straus et al.,
1976; Tattersall et al., 1976; Hauswirth & Berns, 1977). Die Replikation beginnt am freien
3’0OH-Ende der T-formigen ITR Struktur, welche als Primer fiir die Synthese des
komplementidren DNA-Strangs dient (Lusby et al., 1980). Dieser wird nach Auflosung der
Sekundarstruktur des zweiten ITR durch die Helikaseaktivitdt von Rep (Brister ef al., 1999)
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Abb. 1.3: AAV-Replikationsmodell
ss: single-stranded viral DNA, trs:
terminal resolution site, mE: monomer
extended replication form, mT:
monomer extended form, dT: dimer
turnaround replication form (Muzyczka
etal.,2001).

1.1.4 Virale Helferfunktionen

bis zum 5’Ende synthetisiert, wodurch die
monomer turnaround form (mT, s.Abb.1.3)
entsteht. Durch die ATP-abhéngige Rep78/68-
Endonukleaseaktivitit wird anschliefend ein
Einzelstrangbruch im urspriinglichen 3’-ITR
gesetzt (terminal resolution) (Im er al, 1990),
wobei ein freies 3°’OH-Ende entsteht. An diesem
wird erneut die DNA-Synthese initiiert und bis
zum Genomende fortgesetzt. Es entsteht ein {iber
alle Bereiche doppelstringiges DNA-Genom, die
monomer extended form (mE, s.Abb.1.3).

SchlieBlich kénnen sich die Genomenden erneut
zu Haarnadelstrukturen falten, sodass es zu einer
Reinitiation der DNA-Synthese kommt. Die
erneute Zweitstrangsynthese hat die Verdringung
des komplementiren Strangs zur Folge. Dieser
gleicht dem Ausgangsprodukt, also einem
einzelstringigen AAV-Genom (ss), was in ein
Kapsid verpackt werden kann. Der andere Strang
(mT) dient der weiteren Replikation als Matrize
oder bildet, wenn der Einzelstrangbruch durch
Rep entfallt, eine doppelstringige
Replikationsform, die dimer turnaround form

(dT) (Muzyczka et al., 2001) aus.

Fiir die AAV-Replikation ist ein geeignetes zelluldres Milieu notwendig, welches entweder

durch die Infektion mit Helferviren oder durch Behandlung der Zellen mit UV-Strahlung oder

karzinogenen Substanzen erreicht werden kann (Yakobson et al., 1987, 1989; Yalkinoglu et

al., 1988). Als Helferviren konnen Adenoviren (Atchison et al, 1965; Richardson et al.,
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1981), fast alle Herpesviren (Buller et al., 1981) und humane Papillomviren (Walz et al.,
1997) fungieren, wobei die Helfereffekte auf verschiedene Mechanismen zuriickzufiihren sind
(Muzyczka et al., 2001). Genauer eingegangen wird im Folgenden auf die filir diese Arbeit
relevanten adenoviralen Helferfunktionen.

Die fiir die AAV-Replikation essentiellen Faktoren konnen alle den frithen adenoviralen
Funktionen zugeordnet werden; es handelt sich um die Genprodukte E1A, E1B, E4 ORF6
sowie E2A. Weiterhin scheint die Synthese Adenovirus-assoziierter RNA (Ad VA-RNA)
notwendig zu sein (Janik et al., 1981; Muzyczka et al., 2001). Das E1A Protein ist das erste
Genprodukt und fiir die Transkription der weiteren frithen Regionen erforderlich (Richardson
et al., 1981). Es verstarkt die AAV-Genexpression liber die Transaktivierung der drei AAV-
Promotoren p5, p19 und p40 (Chang et al., 1989; Berns et al., 1995). Zudem induziert es den
Eintritt der Zellen in die S Phase und die Produktion zelluldrer Replikationsproteine, die fiir
die AAV-Doppelstrangsynthese gebraucht werden (Muzyczka et al., 2001). Zusétzlich zu
E1A sind auch E1B und E4 fiir eine effiziente AAV-Replikation erforderlich (Laughlin et al.,
1982), die E4 ORF6 Funktion ist weiterhin an der Induktion der Zweitstrangsynthese (Ferrari
et al., 1996; Fisher et al., 1996), aber auch an der Regulation der Genexpression (Samulski et
al., 1988) beteiligt. E2A stimuliert als ssDNA-bindendes Protein die Transkription von AAV
Promotoren (Carter et al., 1992) und die Ad VA-RNA ist an der Regulation der Synthese von
AAV-Kapsidproteinen beteiligt (Janik et al., 1989).

1.1.5 Adeno-assoziierte Viren in der Gentherapie

AAV gehoren neben Adeno- und Retroviren zu den am héufigsten verwendeten viralen
Vektoren in der Gentherapie. Sie bieten im Vergleich zu diesen auch gewisse Vorteile. So
konnen AAV sowohl sich teilende als auch ruhende, postmitotische Zellen infizieren. Sie
zeichnen sich weiterhin durch ein breites Wirtszellspektrum aus. Hierbei fiihrt die Etablierung
einer latenten Infektion in Abwesenheit von Helferviren, zum Grofteil in Form episomaler
Persistenz oder seltener in Form von Integration in das Wirtszellgenom zu langanhaltender

Genexpression, bei gleichzeitig geringem Risiko fiir insertionale Mutagenese (Heilbronn &
Weger, 2010). AAYV ist apathogen, denn trotz der hohen Durchseuchungsrate von AAV beim
Menschen (Seropravalenz von 80% fiir AAV-2), konnte bisher kein Krankheitsbild ursidchlich
zugeordnet werden (Blacklow et al., 1968; Gongalves, 2005). Vorteilhaft ist auch, dass AAV-
Vektoren nur zu einer schwachen zellvermittelten Immunreaktion fiihren (Monahan et al.,

2000). Ein Nachteil von AAV-Vektoren besteht in der limitierten Verpackungskapazitét von
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maximal 4,4 kbp, wodurch der Einsatz groferer Transgene ausgeschlossen ist. Ein weiterer
Nachteil ist das einzelstringige DNA-Genom von AAV, wodurch die Transgenexpression
von AAV-Vektoren die Synthese des komplementiren DNA-Strangs voraussetzt. Da die
Zweitstrangsynthese vor allem in der S-Phase des Zellzyklus stattfindet, kann sie in ruhenden

Zellen (z.B. Neuronen) nur sehr verzogert initiiert werden (Heilbronn & Weger, 2010).

1.1.6 Verwendung alternativer AAV-Kapside

In den bisherigen klinischen Studien wurden am héufigsten auf dem AAV Serotyp 2
basierende Vektoren eingesetzt, die eine Vielzahl verschiedener Zelltypen infizieren kénnen.
Allerdings kann durch die Verpackung von AAV-Genomen in Kapside alternativer Serotypen
(Pseudotypisierung) der Zelltropismus verdndert und fiir bestimmte Gewebe optimiert werden
(Grimm et al., 2002; Burger et al., 2004; Taymans ef al., 2007). Die Verwendung der Kapside
von AAV-1 und AAV-5 beispielsweise fiihrte zu einer deutlich effektiveren Infektion
verschiedener Areale im Gehirn, verglichen mit AAV-2 kapsidierten Vektoren (Burger et al.,
2004). Auch bewihrten sich die Pseudosubtypen rAAV-2/1 und -2/5 (Genome von AAV-2
verpackt in Kapside der Serotypen 1 und 5) fiir die Infektion von Riickenmarksneuronen
(Storek et al., 2006) und fithrten zu einem retrograden Transport nach axonaler Aufnahme,
was fiir rAAV-2/2 Vektoren (Genom und Kapsid von AAV-2) nicht gesehen wurde (Burger
et al., 2004). Hierbei war AAV-2/1 dem AAV-2/5 Vektor wiederum {iiberlegen (Hollis ef al.,
2008). Die Entdeckung neuer nicht-humaner AAV Serotypen aus Primaten, wie AAV-7 und
AAV-8 aus Rhesusaffen (Gao et al., 2002), brachte weitere Vorteile mit sich. Zum Einen sind
diese weitestgehend vor préexistierenden Antikorpern gegen die humanen Serotypen
geschiitzt (Gao et al., 2002), zweitens erwiesen sie sich als sehr effizient in der Infektion der
meisten Gewebearten, wie z.B. der Leber (Nathwani et al., 2009), des Skelettmuskels
(Louboutin et al., 2005) und des ZNS (Broekman et al., 2006). Klein et al. zeigten, dass
rAAV-8 zu einer starken Transgenexpression in neuronalen Zellen in vitro und in vivo fiihrt
(Klein et al., 2006). Eher zufillig wurde fiir den AAV Serotypen 8 eine sehr effiziente
Infektion des Hinterhorn des Riickenmarks nachgewiesen (Foust et al., 2008). Storek et al.
konnten schlielich zeigen, dass die Infektion der sensorischen Hinterwurzelneurone des
Riickenmarks durch rAAV-2/8 (Genom von AAV-2 im Kapsid des Serotypen 8) nicht nur
sehr effizient (rAAV-2/8>-2/1>-2/5>-2/2), sondern auch sehr selektiv ist (Storek et al., 2008).
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1.1.7 Herstellung von AAV-Vektoren

Fiir die Herstellung rekombinanter Gentherapievektoren werden alle AAV-Wildtypsequenzen
bis auf die endstindigen ITRs deletiert und durch das Transgen, samt vorgeschaltetem
heterologen Promotor, ersetzt. Fiir die Vektorverpackung in mittelgroem Labormafstab wird
das Vektorplasmid mit einem Helferplasmid kotransfiziert, welches sowohl die AAV-rep/cap
Gene als auch die Gene fiir die adenoviralen Helferfunktionen tragt. Die producer-Zelllinie ist
hierbei eine humane Nierenzelllinie, die die adenoviralen E1A und E1B Proteine bereits stabil
exprimiert. Die Bildung von Wildtyp-AAYV ist dabei durch Verzicht auf homologe Sequenzen
zwischen dem AAV-Helferplasmid und dem zu verpackenden Vektorplasmid praktisch
ausgeschlossen (Grimm et al., 1998). Zum Erhalt hochkonzentrierter, aufgereinigter
Vektorpriparationen fiir in  vivo Anwendungen erfolgt in der Regel -eine

Dichtegradientenzentrifugation mit Iodixanol und eine Ligandenaffinitdtschromatographie.

1.1.8 Selbstkomplementiire (sc) AAV-Vektoren

Wie bereits erwidhnt, besitzt AAV ein einzelstringiges DNA-Genom. Der wichtigste
limitierende Schritt fiir die Transgenexpression eines rekombinanten AAV-Vektors ist die
Zweitstrangsynthese zu einer transkriptionskompetenten, doppelstringigen Form. Da die
Vektoren hierfiir auf den zelluldren Replikationsapparat angewiesen sind, kann sich die
Genexpression erheblich verzogern. Dadurch werden beispielsweise Untersuchungen an
primdren Zellen in Kultur wegen der begrenzten Lebensspanne deutlich erschwert. Dieses
Problem der verzogerten Expressionskinetik kann durch Verwendung sogenannter
selbstkomplementdrer (sc) AAV-Vektoren umgangen werden. Diese verpacken bevorzugt
doppelstrangige Genome, welche sofort nach Infektion der Vektoren exprimiert werden
konnen. Zur Generierung von sc-AAVs muss die terminal resolution site in einem der
genomflankierenden ITRs deletiert werden, wodurch die groen Rep-Proteine wahrend der
Replikation den Strang an diesem ITR nicht mehr schneiden konnen. Die Replikation 14uft
dann unter Verwendung des bereits synthetisierten Strangs als Vorlage weiter, so dass ein
doppelstrangiges AAV-Genom mit einem inneren unaufgelosten ITR entsteht. Die Sequenzen
zwischen dem internen deletierten ITR und den beiden &uBeren ITRs sind dabei
komplementir zueinander. Die komplementéren Strédnge hybridisieren miteinander zu einem
Doppelstrang, der der RNA-Polymerase unmittelbar nach Infektion sc-AAV-Vektoren als
Vorlage fiir die Transkription des Transgens dient (Heilbronn & Weger, 2010). Verschiedene

Studien der letzten Jahre konnten zeigen, dass hierbei nicht nur eine schnellere Kinetik,
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sondern auch eine hohere maximale Transgenexpression gegeniiber einzelstringigen
Vektoren sowohl in vitro als auch in vivo resultiert (McCarty ef al., 2001 and 2003; Wang et
al., 2003). Der Nachteil ist, dass die Verpackungskapazitit der sc-AAV-Vektoren gegeniiber
normalen AAV-Vektoren noch weiter reduziert ist, insgesamt diirfen sie zwischen den beiden

ITRs maximal 2200 Basenpaare enthalten (Abb. 1.4. ss- vs. sc-AAVs).
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Abb. 1.4: Vergleichende Darstellung einzelstringiger und selbstkomplementiirer rAAVs.
A) Nach Infektion einzelstringiger rAAV Vektoren muss zunidchst die Umwandlung des
Virusgenoms in eine doppelstrangige, replikationskompetente Form erfolgen. Dies geschieht
durch die DNA-Synthese der Wirtszelle oder durch die Hybridisierung zweier einzelstringiger
Genome entgegengesetzter Polaritit. Erst im Anschluss daran kommt es zur Transgenexpression.
B) Bei der Verpackung selbstkomplementédrer rAAVs werden DNS-Sequenzen halber Lénge als
Dimere repliziert. Durch Deletion der trs-site in einem der beiden ITRs wird das Schneiden des
selbstkomplementdren Molekiils in zwei kiirzere, einzelstringige Molekiile verhindert. Nach
Infektion einer Zelle erfolgt durch Umfaltung die Bildung eines doppelstrdngigen,
replikationsaktiven Molekiils unabhidngig vom Wirtszellmechanismus. Dieses steht der
Transgenexpression sofort nach Infektion als Vorlage zur Verfiigung (Abb. modifiziert, aus
Gongalves, 2005).
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1.2 Schmerztherapie

1.2.1 Opioide

,unter allen Mitteln, die es dem Allméchtigen gefallen hat uns zu geben, auf dass wir unsere
Leiden lindern, ist keines so umfangreich anwendbar und so effizient in seiner Wirkung wie
das Opium® beschreibt Thomas Sydenham (1624-1680) bereits im 17ten Jahrhundert treffend
die vielseitige Anwendbarkeit des potentesten aller Schmerzmittel, des Opiums.

Opium, das Extrakt aus dem getrockneten Milchsaft des Schlafmohns Papaver somniferum,
wird seit Jahrtausenden vom Menschen zur Schmerzlinderung eingesetzt. 1803/4 gelang es
dem deutschen Apotheker Sertiirner aus dem Opium das analgetisch wirkende Alkaloid
Morphin zu isolieren, welches nach dem griechischen Gott der Trdume, Morpheus, benannt
wurde (Klockgether-Radke, 2002). Bis heute gehdrt Morphin zum Therapiestandard bei
starken Schmerzen. Unter dem Begriff ,,Opioid*“ wird eine chemisch heterologe Gruppe
natiirlicher und synthetischer Substanzen zusammengefasst, die die Gemeinsamkeit besitzen
an Opioid-Rezeptoren wirksam zu sein. Es werden endogene, korpereigene, von exogenen
Opioiden unterschieden, d.h. solchen, die von aufBlen zugefiihrt werden. Unter den
korpereigenen Peptiden differenziert man die Endorphine, Enkephaline und Dynorphine
(Przewlocki & Przewlocka, 2001). Als bekannte Beispiele fiir exogene Opioide seien
Morphin und Fentanyl genannt. Sie werden als Analgetika bei starken bis sehr starken
Schmerzzustinden per os, intravends oder auch transdermal verabreicht. Opioide entfalten
nach Bindung an ihren spezifischen Rezeptor multiple Effekte. Als wichtigster gilt im
Zusammenhang dieser Arbeit die Analgesie, also die Schmerzhemmung durch Inhibition
schmerzweiterleitender Neurone. Weiterhin verursachen Opioide eine Reihe von
Nebenwirkungen, die den klinischen Einsatz limitieren. Bereits in analgetischen Dosen fiihren
diese zu Atemdepression, Ubelkeit, Erbrechen, Sedierung und Konstipation. Bei
langerfristiger Anwendung, z.B. im Zusammenhang mit Tumorschmerzen, neuropathischen
Schmerzen und anderen chronischen Schmerzzustinden entstehen Toleranz und physische

Abhangigkeit (Christoffers et al., 2003).

1.2.2 Opioid-Rezeptoren (OR)

Opioid-Rezeptoren gehoren zur Superfamilie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR),

welche extrazelluldre Signale tiber GTP-bindende Proteine in das Zellinnere weiterleiten.
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Sie zeichnen sich durch ein extrazellulires Aminoende, ein intrazelluldres Carboxyende und
sieben, die Membran durchspannende, a-Helices aus (Christoffers et al., 2003). Aufgrund
dieser von der Hefe bis zum Homo sapiens unverdndert konservierten Struktur werden die
Mitglieder dieser Proteinfamilie auch als 7-Helix-Transmembranrezeptoren bezeichnet
(Pierce et al., 2002) (s.Abb. 1.5, der pu-OR als Beispiel fiir einen GPCR). Durch die
Agonistenbindung an den Opioid-Rezeptoren kommt es intrazelluldr zur Aktivierung eines
inhibitorischen G-Proteins, das wiederum die Adenylatcyclase hemmt. Es resultiert ein Abfall
des Botenstoffes cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP), eine Reduktion des Ca*- und
Na'- Einstroms und ein vermehrter K'-Ausstrom (s.Abb.1.6). In primér afferenten Neuronen
fiihrt dies letztlich zu einer Hemmung der Erregungsbildung und -ausbreitung schmerzhafter
Impulse (Akins & McCleskey, 1993; Taddese et al, 1995) und einer Inhibition der
Freisetzung exzitatorischer, proinflammatorischer Neuropeptide (wie z.B. Substanz P).
Klinisch kommt es zu einer Schmerzlinderung (Analgesie) und einer Abnahme vermehrter
Schmerzsensibilitidt (Hyperalgesie). Bei langerer Wirkung von Agonisten kommt es zu einer
Desensibilisierung und Runterregulation von Opioid-Rezeptoren. Mechanismen wie die
Rezeptor-Phosphorylierung und -Internalisierung, aber auch die Runterregulation der
Rezeptor-Genexpression flihren letztlich zu einer reduzierten Anzahl verfligbarer Rezeptoren
an der Zelloberfliche. Diese molekularen Mechanismen erkldren teilweise die im Laufe einer
Opioidtherapie auftretenden Nebenwirkungen, beispielsweise die der Toleranzentwicklung,
also der Notwendigkeit immer héhere Dosen zur Aufrechterhaltung des therapeutischen
Effektes einsetzen zu miissen (Walwyn et al., 2004).

Man unterscheidet p-, 6- und x-Opioid-Rezeptoren (Minami & Satoh, 1995), die die Effekte
endogener und exogener Opioide im zentralen, peripheren und enterischen Nervensystem
vermitteln. Sie weisen untereinander groBe Homologien (60-70%) auf. Regionen mit
vermehrter Variabilitit sind besonders das aminoterminale Ende, welches fiir die
Ligandenbindung verantwortlich ist (Raynor et al., 1994), sowie die dritte intrazelluldre
Schleife und das Carboxyende, welche an der Kopplung intrazellulédrer second messenger

Molekiile beteiligt sind (Gudermann et al., 1996).

1.2.2.1 Der p-Opioid-Rezeptor (n-OR)

Die Klonierung und der Nachweis der cDNA Nukleotidsequenz des pu-OR (Chen et al., 1993;

Wang et al., 1993) haben das Protein in seiner Aminosduresequenz eindeutig identifiziert.
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Das Gen, das im menschlichen Genom den p-OR kodiert, konnte auf Chromosom 6q24-25
lokalisiert werden (Wang et al., 1994). Die Effekte exogener Opioide, wie Morphin, Fentanyl
aber auch der Droge Heroin werden nahezu ausschlieBlich iiber den p-OR vermittelt
(Chaturvedi ef al., 2000). Matthes et al. konnten zeigen, dass es in pOR-knockout-M&ausen im
Vergleich zum Wildtyp nach Applikation von Morphin weder zur Analgesie noch zur
Entwicklung von Toleranz und Abhéngigkeit kommt. Sie schlossen daraus, dass das p-
Opioid-Rezeptor Genprodukt das molekulare Target von Morphin in vivo ist (Matthes et al.,
1996). Das synthetisch hergestellte Peptid D-Ala*-N-MePhe*-Gly’-ol-enkephalin (DAMGO)
besitzt ebenfalls eine hohe Affinitdt zum p-OR. DAMGO bindet selektiv am p-OR und wird
daher héufig fiir pharmakologische Studien eingesetzt, um die u-OR vermittelte Wirkung

nachzuweisen.
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Abb. 1.5: Die Aminosiuresequenz des Ratten n-Opioid-Rezeptors.

Zu erkennen sind 7 transmembranidre Doménen, eine extrazelluldre Schleife zur
Ligandenbindung und der intrazellulire Bereich fiir die Signaltranduktion.
Konservierte Bereiche mit Homologien sowohl zu 6- als auch k-OR sind schwarz, mit
Homologie zu einem der anderen Rezeptorsubtypen sind grau dargestellt. Weil3 sind
die ausschlieBlich im p-OR vorkommenden Aminosduresequenzen, die sich
extrazelluldr hdufen (Abb. aus Minami & Satoh, 1995).
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1.2.3 Zentrale und periphere Opioidanalgesie

p-, 0- und «-Opioid-Rezeptoren konnten in bestimmten Strukturen des zentralen
Nervensystem (ZNS) mittels radioaktiv markierten Liganden identifiziert werden (Pert &
Snyder, 1973). Sie befinden sich bevorzugt im Kortex, Thalamus, Hypothalamus, in
Strukturen des limbischen Systems und des Hirnstamms (Duncan, 1999). In nachfolgenden
Bindungsstudien konnten ORs nicht nur im Gehirn, sondern auch im Riickenmark identifiziert
werden (Kuhar et al., 1973). Hier wurden p-, 8- und k-ORs bevorzugt im Hinterhorn des
Riickenmarks nachgewiesen (Honda & Arvidsson, 1995), wo die synaptische Umschaltung
vom ersten sensorischen Neuron auf das Zweite erfolgt. ORs befinden sich sowohl auf den
pré- als auch auf den postsynaptischen Neuronen. In den riickenmarksnahen Spinalganglien,
den Zellkorperansammlungen der Hinterwurzelneurone, erfolgt die Synthese der ORs; von
hier aus werden diese intraaxonal an die peripheren Nervenendigungen und ins ZNS
transportiert. An den peripheren Nervenenden konnen nach Expression der ORs korpereigene
Opioide beispielsweise aus Immunzellen (Stein et al., 2003) oder exogene Opioide (z.B.

Morphin) binden (s.Abb. 1.6).

Abb. 1.6:
Transport und Signaltrandsduktion
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1.2.4 Therapieansiitze zur Bekimpfung chronischer Schmerzerkrankungen

Chronischer Schmerz gehdrt zu den hdufigsten und belastendsten medizinischen Problemen,
wovon allein {iber die Hélfte der an malignen Tumoren erkrankten Patienten betroffen sind
(Beutler et al., 2005). In Deutschland leiden nach Angaben des Bundesministeriums fiir
Bildung und Forschung mindestens vier Millionen Menschen an chronischen Schmerzen.

Chronischer Schmerz bedeutet hierbei, dass ein Patient linger als 6 Monate dauernd oder
wiederkehrend unter Schmerzen leidet. Die derzeitige Schmerztherapie (nach dem WHO
Stufenschema fiir Tumorschmerzen) erreicht bei einem wesentlichen Anteil chronisch
Schmerzkranker keine ausreichende FEinstellung der Schmerzsituation. Besonders
unbefriedigend scheint die Situation bei Tumorpatienten zu sein. Verschiedene Studien
berichten von Versagerraten zwischen 12-66% beziiglich der Schmerztherapie (Beutler &
Reinhardt, 2009). Opioide sind weiterhin die potentesten Mittel zur Bekdmpfung starker bis
sehr starker chronischer Schmerzzustinde. Deren zunehmende Anwendung hat das
,Outcome* generell verbessert (Levy et al., 1996), die bereits erwdhnten Nebenwirkungen
limitieren allerdings oftmals den notwendigen Einsatz. Kurzfristig auftretende
Nebenwirkungen, wie z.B. Sedierung, Atemdepression, Euphorie, aber auch die bei
langerfristiger Anwendung auftretenden Phidnomene wie die physische und psychische
Abhidngigkeit sind zu einem Grofteil durch die Wirkung der Opioide im Gehirn bedingt. In
den letzten Jahren ist daher auf dem Gebiet der Schmerzforschung die periphere
Opioidanalgesie in den Mittelpunkt der Untersuchungen geriickt. Neuere wissenschaftliche
Erkenntnisse zeigten, dass eine analgetische Wirkung auch durch lokale Applikation von
Opioiden (Stein et al, 2003) und der Wirkung von Opioiden an peripheren
Nervenendigungen erzeugt werden kann. Durch die periphere Applikation von Opioiden
konnen die zentral bedingten Nebenwirkungen vermieden werden. Ein weiterer Vorteil der
peripheren Opioidanalgesie ist, dass eine zentralwirts gerichtete Weiterleitung der
Schmerzimpulse entfillt und dadurch einer Schmerzchronifizierung durch Ausbildung eines
Schmerzgedichtnisses entgegengewirkt wird (Woolf & Salter, 2000). Im Sinne der peripheren
Opioidanalgesie ist auch das Wirken auf der Ebene der schmerzweiterleitenden
Hinterwurzelganglion-Neurone (DRG-Neurone) des Riickenmarks zu beurteilen. Eine
Opioidanalgesie, die durch selektives Wirken auf Riickenmarksebene erzeugt wird, fiihrt
ebenfalls zu einer effektiven Schmerzbekdmpfung ohne die Entstehung bereits genannter

unerwiinschter Nebeneffekte im Gehirn.
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1.2.5 Gentherapeutischer Ansatz fiir die Therapie chronischer Schmerzen

Ziel der Gentherapie ist es ebenfalls mdoglichst selektiv unter Umgehung systemischer
Nebenwirkungen auf das Schmerzgeschehen einzuwirken. Hierbei stellen die sensorischen
Riickenmarksneurone, welche an der Entstehung und Weiterleitung schmerzhafter Impulse
beteiligt sind, einen wichtigen Angriffspunkt fiir die Gentherapie dar. Rekombinante
Vektoren konnen hierbei einerseits fiir eine langanhaltende Expression von Opioiden
andererseits auch fiir eine verstirkte Expression von Opioid-Rezeptoren eingesetzt werden.
Storek et al. konnten unter Verwendung von rAAV-Vektoren des Pseudosubtyps 8 eine
selektive Infektion von sensorischen RM-Neuronen (DRG-Neuronen) nach Einbringen der
rAAVs mittels Lumbalpunktion erreichen (Storek et al., 2008). Sie injizierten dabei Vektoren
zur Expression von prepro-B-Endorphin (ppBSEP), einem Vorlduferprotein des B-Endorphin. In
einem neuropathischen Schmerzmodell der Ratte fiihrte die verstirkte B-Endorphin-
Expression tatsdchlich zu einer Umkehr der Hyperalgesie {iber den beobachteten Zeitraum
von 3 Monaten (Storek et al., 2008). Eine durch rekombinante Vektoren erzielte Erhohung
lokaler Opioidexpression bringt allerdings bei Verwendung konstitutiver Promotoren den
Nachteil mit sich, dass die Expression und der damit verbundene analgetische Effekt nach
Injektion der Vektoren nicht mehr steuerbar ist.

Ein alternativer gentherapeutischer Ansatz filir die Schmerztherapie besteht daher darin, die
Anzahl der Opioid-Rezeptoren an peripheren Neuronen durch rekombinante Vektoren zu
erhohen. Die erhohte Rezeptoranzahl erzeugt nur dann einen Effekt, wenn Opioide exogen
zugefiihrt werden, was nur geschieht, wenn Schmerz vorhanden ist. In diesem Fall konnen die
rekombinanten ORs den analgetischen Effekt exogener Opioide auf Riickenmarksebene, wo
sie exprimiert werden, verstirken. Dadurch konnen geringere Mengen von Opioiden
appliziert werden und gleichzeitig die zentral bedingten Nebenwirkungen minimiert werden.
Weiterhin kann eine erhohte Rezeptordichte durch die transgenen ORs einer durch
Rezeptorabbau bedingten Toleranzentwicklung bei ldngerem FEinsatz von Opioiden

entgegenwirken (Walwyn et al., 2004).
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Einleitung

1.3 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es auf dem adeno-assoziierten Virus (AAV) basierende
Gentherapievektoren fiir eine optimierte Expression des p-Opioid-Rezeptors (u-OR) in
neuronalen Zellen herzustellen. Die ldngerfristige Zielstellung besteht dabei in einer
Erhohung der p-Opioid-Rezeptordichte an den Endigungen peripherer Nerven in vivo. Dies
wiirde zu einer dauerhaften Verstirkung der peripheren Opioid-Analgesie bei gleichzeitiger
Vermeidung von Nebenwirkungen der Opioide im zentralen Nervensystem fiihren.

Im Rahmen der Arbeit sollten hierzu drei unterschiedliche Promotoren im Kontext von
rekombinanten AAVs auf ihre Eignung fiir die spezifische Expression des p-OR in
neuronalen Zellen untersucht werden. Es handelt sich um den humanen Cytomegalievirus
immediate early Enhancer/Promotor (CMV), den Chicken f-actin Promotor (CBA) und den
Neuronen spezifischen Enolase Promotor (NSE). Die hergestellten Konstrukte sollten sowohl
als Plasmide transfiziert als auch nach Infektion mit verpackten rekombinanten AAV-
Vektoren hinsichtlich der Aktivitdt der Promotoren vergleichend untersucht werden. Mit Hilfe
von Western-Blot-Analysen sollte in nicht-neuronalen und in neuronalen Zellen die pu-OR
Expression nachgewiesen werden.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte zusitzlich ein selbstkomplementérer (sc) AAV-Vektor zur
Expression des up-OR hergestellt werden, der sich sowohl durch eine schnellere
Expressionskinetik als auch durch eine insgesamt hohere Expressionsstitke von den
einzelstringigen (ss) AAV-Vektoren unterscheiden wiirde. Aufgrund der reduzierten
Verpackungskapazitit fiir sc-rAAV-Vektoren von ca. 2200 bp konnte von den vorher
verwendeten Promotoren ausschlieBlich der CMV-Promotor zur Regulierung der
Genexpression eingesetzt werden. Das sc-AAV-Konstrukt, das den p-OR unter der Kontrolle
des CMV-Promotors enthielt, sollte anschlieend ebenfalls in Zellkultur getestet und mittels
Western-Blot-Analysen iiberpriift werden.

In einem letzten Schritt sollten alle Konstrukte, die in der Lage waren den p-OR zu
exprimieren, auf ihre Ligandenbindungsfihigkeit untersucht werden. Hierflir sollte die
Bindung des pu-OR spezifischen, radioaktiv markierten Liganden DAMGO an das von den

jeweiligen rAAV-Konstrukten exprimierte u-OR nachgewiesen werden.
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2. MATERIAL

2.1 Gerite

Neben den Geriten, die zur Standardausriistung eines Labores gehdren, wurden verwendet:

Ausschwingzentrifuge 3-10
Entwicklermaschine Curix 60
Geldokumentationssystem
Gelfotodrucker

HPLC-Geriit AKTA purifier
Inkubationsschiittler Model G25
Inkubator HERAcell 1501

Inkubator Water Jacket Model 3121
Inverses Fluoreszenz-Mikroskop DMIL
Kiihlzentrifuge Mikro 22
Lichtmikroskop CK2

Light Cycler

Liquid Scintillation Counter 1414
M-48 Harvester

Megafuge 3.0R und Multifuge 4K
Odyssey Scanner

PCR-Geridte Gene Amp® 2400 und 9700
Spektralphotometer DU-530
SPECTRAmax” Spectrophometer
Sterilbank S-1500

Sterilbank Technoflow 2F 120-11 GS
Tissumizer Ultra-Turrax T8

Ultraschall-Desintegrator Sonifier 450

Ultrazentrifugen Optima "™ L-90 K und LE-80 K

(Rotoren SW 28-und 70 Ti)
Vakuum-zentrifuge DNA Speed Vac 110

Zentrifugen Avanti TM J-25
(Rotoren JLA 16250 und JLA 25,50)
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Sigma

Agfa

Intras

Mitsubishi

GE Health Care

New Brunswick Scientific
Thermo Scientific

Forma Scientific

Leica

Hettich

Olympus

Roche

Perkin Elmer Wallac GmbH
Brandel

Heraeus Sepatech

Licor Biosciences

Applied Biosystems
Beckmann

Molecular Devices

BDK Luft- und Reinraumtechnik
Integra Biosciences
IKA®-Werke GmbH und Co. KG
Branson

Beckman

Savant

Beckmann
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2.2 Chemikalien und Reagenzien

Die Laborchemikalien wurden, wenn nicht anders aufgelistet, bei den Firmen Merck

(Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bestellt.

Restriktionsendonukleasen
T4-DNA-Ligase

T4 Polynukleotidkinase
Klenow

CIP (Calf Intestinal Alkalische Phosphatase)

New England Biolabs (Frankfurt am Main)

Lysozym

Proteinase K

RNAse

Bovines Serum Albumin (BSA)
Naloxon (NLX)
Polyethylenimmin (PEI)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

GroBenmarker Gene Ruler DNA Ladder Mix
oder 1Kb Ladder

Proteinmarker Spectra™ Multicolor Broad

MBI Fermentas (St. Leon-Roth)

Range Protein Ladder

Der Rainbow recombinant protein molecular | Amersham Biosciences (Freiburg)

weight marker (RPN 800)

Bacto' " Trypton Becton, Dickinson & Company (Sparks,

Bacto ™ BBL Yeast-Extract

granuliertes Difco' M Agar

USA)

Photochemikalien

Agfa (Miinchen)

Tritiummarkiertes D-Ala*-N-MePhe*-Gly’-
ol-enkephalin (DAMGO)

GE Healthcare (Buckinghamshire, GB)

Protein Assay Dye Reagenz

Bio-Rad Laboratories (Miinchen)

Szintillationsfliissigkeit ,,High Safe 3

PerkinElmer (Wellesley, USA)

Fertige Reaktionssysteme, Antikorper,

Zellkulturmedien und Zuidtze sind gesondert

aufgelistet. Zum Ansetzen aller Losungen, Medien und Puffer wurde zweifach destilliertes

Wasser (aqua bidest) verwendet. Hiufig verwendete Puffer sind im Materialteil aufgelistet,
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Sonstige werden bei den jeweiligen Methoden beschrieben. Hitzestabile Losungen wurden

autoklaviert (bei 121°C und 2 at fiir 20 min), hitzelabile Losungen sterilfiltriert.

2.3 Fertige Reaktionssysteme/Kits

Expand High Fidelity PCR Kit

Light Cycler R Fast Start DNA Master SYBR R Green |

FuGene HD Transfection Reagent

PCR Purification Kit

Plasmid DNA Purification Kit (Midi, Maxi)
Jet Star Plasmid Purification Kit (Midi, Maxi)

2.4 Antikorper

Primérantikorper:

Anti-Flag M2 Monoklonaler Antikorper (aus Maus)
Polyklonaler-anti-rabbit-GFP-Antikorper
Polyklonaler-anti-rabbit-Flag-Antikdrper

Sekundirantikorper:

Goat-anti-mouse-POX
Goat-anti-rabbit-POX
Alexa Fluor 680 Goat-anti-mouse IgG
IRDye 800CW Goat Anti-Rabbit IgG

2.5 Zellkulturmedien und Zusétze

Benzonase
(Reinheitsgrad 2, 250U/ul)

Db-cAMP
(N°®2’ -O-Dibutyryladenosine 3°5’-Cyclic)

DMEM + GlutaMax
(Dulbecco's Modified Eagle Media + L-Glutamin)

DMEM/Ham's F12 (1:1)
(+L-Glutamin)

DMSO
(Dimethylsulfoxid)

DOC
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Roche
Roche
Roche
Qiagen
Qiagen

Genomed

Sigma-Aldrich
Santa Cruz Biotechnology
Sigma-Aldrich

Dianova
Dianova
Invitrogen

Licor Biosciences

Merck

Sigma-Aldrich

Gibco BRL

Biochrom AG

Roth

Fluka Analytics
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(Desoxycholsdure)

FCS
(fetales Kélberserum)

NEA
(nicht essentielle Aminosiuren-100x-Konzentrat)

NGF
(Nerve Growth Factor-2.5S)

Penicillin/ Streptomycin
(10.000 E/10.000 pg/ml)

Trypsin/ EDTA (10x)

2.6 Oligonukleotide

Gibco BRL

Biochrom AG

Sigma-Aldrich

Biochrom AG

Biochrom AG

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech AG in Ebersberg

synthetisiert.

Name Sequenz (57-3")

Verwendung

Verwendete Primer fiir die Klonierung von Plasmidkonstrukten:

Klonierung des
Plasmidkonstruktes

pTR-UF5-uOR

OR-2  (NotI-Primer TATATAGCGGCCGCTTAG
. GGCAATGGAGCAGTTTC

mit Stopcodon)

OR-4  (Xbal-Primer ATATTCTAGAAGTACCAT

mit Startcodon) GGACTACAAGGAC

OR-2 s.oben

OR-3  (NotI-Primer TATATAGCGGCCGCAGTA

CCATGGACTACAAGGAC

mit Startcodon)

Klonierung der Plasmid-
Konstrukte pTR-UF11-uOR
und pTR-NSE-pOR

Verwendete Primer fiir die Light Cycler PCR:

BGA 1 CTAGAGCTCGCTGATCAGCC

BGA 2 TGTCTTCCCAATCCTCCCCC

Zur Bestimmung der rAAV-
Virustiter, Amplifikation der
bGH (bovine growth

hormone) polyA-site
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Verwendete Primer fiir die Generierung der Vektorplasmide mit si-RNA-Expressionskassete :

MUM-A1 (5’-Bglll GATCCCCGGCTCAACTTG Zur Generierung des
Schnittstelle) TCCCACGTTTC sh-RNA-Vektors
MUM-A2  (interner CTCTTGAAACGTGGGACA pSup-MUM-A
MUM-A3  (interner AAGAGAACGTGGGACAAG

MUM-A4  (5-Hindlll - A GCTTTTCCAAAAAGGCT

Schnittstelle) CAACTTGTCCCACGTT

MOR-B1 (5’-Bglll GATCCCCCAAGATCGTGA Zur Generierung des
Schnittstelle) TCTCAATATTC sh-RNA-Vektors
MOR-B2  (interner CTCTTGAATATTGAGATC pSup-MOR-B
MOR-B3  (interner AAGAGATATTGAGATCAC

5’Uberhang) GATCTTGTTTTTGGAAA

MOR-B4  (5"-Hindlll A GCTTTTCCAAAAACAAG

Schnittstelle) ATCGTGATCTCAATAT

MOR-C1  (5’-Bglll GATCCCCGACCGTTTCCT Zur Generierung des
Schnittstelle) GGCACTTCTTC sh-RNA-Vektors
MOR-C2  (interner CTCTTGAAGAAGTGCCAG pSup-MOR-C
MOR-C3  (interner AAGAGAGAAGTGCCAGGA

MOR-C4  (5*-Hindlll  AGCTTTTCCAAAAAGACC

Schnittstelle) GTTTCCTGGCACTTCT

2.7 Plasmide

Name Beschreibung Herkunft (Referenz)

pBluescript IT SK(+)

eingesetzt zur Klonierung und als Leervektor

Stratagene (Amsterdam)

pD-CMV-Red

codiert das DsRed Gen unter Kontrolle des
CMV-Promotors; AAV-basiertes Plasmid,
linker ITR mit Deletion in der trs (terminal

resolution site)

AG Heilbronn
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pD-CMV-1OR (1)

codiert den Flag-getaggten u-Opioid-Rezeptor
(Flag-uOR) unter CMV-Promotor-Kontrolle;
AAV-basiertes Plasmid, linker ITR mit
Deletion in der trs; Grofe zwischen ITRs

(GréBe-ITRs): 2260bp

AG Heilbronn

pD-CMV-pOR- wie pD-CMV-pOR mit deletierter SV40  kloniert aus pPD-CMV-uOR

dSA/SD SD/SA-Site (Ecorl/Xbal); GroBe zwischen
ITRs: 2080bp

pDG1 enthilt die AAV Rep/Cap Gene und die  Plasmid Factory (Bielefeld)
adenoviralen Helferfunktionen E2A, E4, VA

pD-pOR-N2 codiert den Flag-pOR unter CMV-Promotor-  kloniert aus pD-CMV-Red
Kontrolle; AAV-basiertes Plasmid, linker ITR ~ (mit Ecorl/Sall Flag-pOR aus
mit Deletion in der trs; GroBe zwischen ITRs: (1) in pB IT SK+, mit
2276bp Notl/Sall in pD-CMV-Red-

Notl/Sall)

pD-puOR-N3 codiert den Flag-pOR unter CMV-Promotor-  kloniert aus pD-CMV-Red
Kontrolle; AAV-basiertes Plasmid, linker ITR (mit Xbal/Sall Flag-upOR aus
mit Deletion in der trs; Groe zwischen ITRs: (1) in pD-CMV-Red-
2096bp Xbal/Sall)

pd-trs-GFP codiert das green fluorescent protein (GFP)  AG Heilbronn
unter CMV-Promotor-Kontrolle; AAV-
basiertes Plasmid, linker ITR mit Deletion in
der trs; GroBle zwischen ITRs: 1965bp

pEYFP-C1 codiert das yellow fluorescent protein (YFP)  BD Biosciences
unter CMV-Promotor-Kontrolle Clontech (Heidelberg)

pTR-UF5 codiert das GFP wunter CMV-Promotor- N.Muzyczka, Gainesville,
Kontrolle; AAV-basiertes Plasmid USA (Zolotukhin et al., 1996)

pTR-UF11 codiert das GFP unter CBA-Promotor- N.Muzyczka, Gainesville
Kontrolle; AAV-basiertes Plasmid USA

pTR-NSE codiert das GFP wunter NSE-Promotor- N.Muzyczka, Gainesville
Kontrolle; AAV-basiertes Plasmid USA

pTR-UF5-uOR codiert den Flag-pOR unter CMV-Promotor-  kloniert aus pTR-UF5

Kontrolle; AAV-basiertes Plasmid

pTR-UF11-pOR

codiert den Flag-pOR unter CBA-Promotor-
Kontrolle; AAV-basiertes Plasmid

kloniert aus pTR-UF11
(Flag-pOR-PCR in pB II SK+,
mit Notl in pTR-UF11-NotI)
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pTR-NSE-uOR

codiert den Flag-pOR unter NSE-Promotor-
Kontrolle; AAV-basiertes Plasmid

kloniert aus pTR-NSE

(Flag-pOR-PCR in pB II SK+,

mit Notl in pTR-NSE-NotI)

pSuper

enthilt den H1 RNA Polymerase III Promotor,
der die Transkription kurzer, doppelstrangiger

RNA-Sequenzen initiiert

Brummelkamp,

Amsterdam, Netherlands

(Brummelkamp et al., 2002)

pSuper-MUM-A

codiert fiir das si-RNA-Transkript
5’-GGCUCAACUUGUCCCACGUATdT-3"
(Sequenz aus Zhang et al., 2009) unter HI-

Promotor-Kontrolle

Oligo’s MUM-A1-4 in
pSuper-Vektor kloniert
(iiber BglI + Hind 11T

Schnittstellen)

pSuper-MOR-B

codiert fiir das si-RNA-Transkript
5’-CAAGAUCGUGAUCUCAAUAATAT-3"
(Sequenz aus Zhang et al., 2009) unter HI-

Promotor-Kontrolle

Oligo’s MOR-B1-4 in
pSuper-Vektor kloniert
(iiber Bgll + Hind 111

Schnittstellen)

pSuper-MOR-C

codiert fiir das si-RNA-Transkript
5’-GACCGUUUCCUGGCACUUCATAT-3’

Oligo’s MOR-C1-4 in
pSuper-Vektor kloniert

(Sequenz aus Lasek et al., 2007 mit Modifizierung (iiber Bgll + Hind 111
der 4-ten Base) unter H1-Promotor-Kontrolle Schnittstellen)

2.8 Bakterienstimme und Medien zur Kultivierung

E. coli sure Stratagene

(Mutationen im Reparatursystem, geeignet flir Plasmide mit instabilen DNA-Strukturen,
insbesondere den “inverted terminal repeats* (ITR) von AAV)

Genotyp: el4-(mcrA-)A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endA1 supE44 thi-1 gyrA96 relAl lac
recB recJ sbcC umuC::Tn5 (Kan®) uvrC F' [proAB lacIZAM15 Tnl0 (Tet")]

E. coli HB101

AG Heilbronn

Genotyp: F leu B6 proA2 rec A13 thi-1 ara-14 lacY1 galK2 xyl-5 mtl-1 rpsL20 supE44

hsdS20

LB-Medium

LB-Agar

10 g/l Bacto Trypton, 5g/l Bacto BBL Yeast Extract,

10 g/l NaCl, autoklavieren

1,5% (w/v) Agar in LB-Medium

Ampicillin versetzte LB-Medien oder LB-Agarplatten enthalten 100 pg/ml Ampicillin.
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2.9 Zelllinien

HeLa (Humane Zervixkarzinomzellen):
HeLa sind die ersten menschlichen Zellen, aus denen eine permanente Zelllinie
etabliert wurde, nachdem 1951 einige Karzinomzellen aus dem Gebédrmutter-

hals der 31-jdhrigen Henrietta Lacks entfernt wurden.

HEK-293T/293-T (Humane embryonale Nierenzellen):

In das Erbgut der Zellen wurden 4,5 kbp des viralen Genoms vom menschlichen Adenovirus

5 eingebaut. Dadurch exprimieren 293-Zellen die adenoviralen Proteine E1A und E1B.

SH-SYSY (Humane Neuroblastomzellen):

Dreifach klonierte Sublinie der bei einer Knochenmarksbiopsie entnommenen Zellen (SK-N-
SH -> SH-SY -> SH-SY5 -> SH-SYS5Y) eines metastasierten Neuroblastoms bei einem 4-
jéhrigen Médchen; 1970 isoliert (Biedler et al., 1978; Ross et al., 1983).

F11 (neuronale Hybridomzelllinie):

Hybridom aus Neuroblastomzellen der Maus (N18T62) und Hinterwurzelganglienzellen
(DRG-Neuronen) der Ratte. F11 Zellen weisen einige Eigenschaften differenzierter Neurone,
insbesondere von DRG-Neuronen auf. Sie gleichen diesen durch das Vorhandensein von p-
und &- Opioid- (Fan et al, 1992), Prostaglandin- und Bradykininrezeptoren auf der
Zelloberfliche. Weiterhin schiitten F11 Zellen als neuronales Merkmal einen Substanz P
dhnlichen Transmitter aus (Francel et al, 1987). Durch dibutyryl-cyclisches
Adenosinmonophosphat (db-cAMP) und den Nervenwachstumsfaktor (NGF) ist die

Differenzierung von F11 Zellen induzierbar (Francel et al., 1987).

2.10 Viren

Adenovirus vom Subtyp 2 (Ad2), Virustiter von 5x10° PFU (plaque forming units) pro ml.
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2.11 Computersoftware

Microsoft Office XP (Microsoft) wurde zur Text- und Bildbearbeitung verwendet.
Zeichnungen und Abbildungen wurden mit den Programmen Adobe Photoshop CS und
Adobe Illustrator CS (Adobe Systems Inc.) erstellt. Zur Planung von Klonierungen und zur
Erstellung von Plasmidkarten wurde das Programm Gene Construction Kit der Firma Textco
verwendet. Die Light Cycler Daten wurden mit der Light Cycler Software Data Analysis
ausgewertet. Zur Analyse der HPLC Daten diente die Software Unicorn 5.1. Die Odyssey
Western-Blot-Analysen wurden mit der Odyssey Software Version 2.1 bearbeitet. Die Prism
4, Graph Pad Software diente der Auswertung des Liganden-Rezptor-Bindungsexperiments.
DNA-Sequenzdaten wurden mithilfe der Homepage des National Center for Biotechnology

Information (NCBI) ausgewertet.

2.12 Haufig verwendete Puffer

2 x BBS 50 mM BES
280 mM NaCl
1,5 mM Na,HPO4 pH 6,9

10 x DNA-Ladepuffer 0,25 % (w/v) Bromphenolblau
25 % Ficoll Typ 400
10 mM EDTA

10 x PBS 2,8 g/l NaH,PO,
14,2 g/l NazHPO4
87,7 g/l NaCl pH 7,4

5 x SDS Laufpuffer 0,25 M Tris
1,9 M Glycin
0,5 % (w/v) SDS

50 x TAE-Laufpuffer 2 M Tris
50 mM EDTA
57,1 ml Essigsdure 100 % pH 8,5

1 x TE-Puffer 10 mM Tris/ HCL pH 7,5
1 mM EDTA pH 8,0
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3. METHODEN

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Restriktionsenzymverdau von Plasmid-DNA

Restriktionsendonukleasen erkennen spezifische Schnittstellen oft anhand palindromischer
Basenpaarmuster und schneiden innerhalb des DNA-Doppelstrangs eines Plasmids oder
genomischer DNA. Solche Enzyme sind in der Molekularbiologie unerlésslich, sie werden
z.B. zur Kontrolle eines Plasmidmusters als analytische Testverdaus angesetzt oder um ein
DNA-Fragment zur Weiterklonierung zu gewinnen. Fiir einen analytischen Restriktions-
verdau wurden 1-2 pg DNA mit 1 pl eines vom Hersteller empfohlenen 10 x Reaktionspuffer
und 1 pl eines oder mehrerer Restriktionsenzyme versetzt. Der Ansatz wurde mit aqua (a.)

bidest auf ein Endvolumen von 10 pl aufgefiillt. Eine Inkubation von 1-2 h bei 37 °C folgte.

3.1.2 Phenol-Chloroform-Extraktion von DNA

Um Proteine aus Nukleinsdurelosungen zu entfernen, wurde dem wissrigen Gemisch
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol im Verhéltnis 25:24:1 zugefiigt, gut gemischt und bei
10.000 rpm 2 min lang zentrifugiert. Nukleinséuren verbleiben aufgrund ihrer Hydrophilie in
der wissrigen, oberen Chloroformphase, wihrend sich Proteine in der unteren Phenolphase

sammeln. Die DNA-haltige Oberphase wurde abpipettiert.

3.1.3 Ethanolprizipitation von DNA

Nukleinsduren konnen aus salzhaltigen Losungen durch Zugabe von absoluten Ethanol
(EtOH) préazipitiert werden. Dazu wurde das Volumen der Probe bestimmt und 5 M NaCl
(1/50 Volumen) zugegeben. Nach Zugabe von absolutem EtOH (2,5 faches Volumen) und
anschlieBendem Vortexen des Ansatzes, wurde die DNA entweder bei -80 °C fiir 10-30 min
oder bei -20 °C ldnger als 30 min gefallt. Die Probe wurde dann bei 14.000 rpm fiir 10 min
zentrifugiert. Nach einem Waschschritt mit 70% EtOH wurde das DNA-Pellet luftgetrocknet

und anschlieend in TE-Puffer aufgenommen.

3.1.4 Horizontale DNA-Agarosegelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden Agarosegele verwendet. Agarose bildet ein

Fasernetz, das Molekiile je nach Grofe unterschiedlich weit passieren ldsst. Aufgrund ihres
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negativen Riickgrates wandern die Nukleinsduren der DNA durch das Anlegen eines
elektrischen Feldes an das Agarosegel in Richtung positiv geladener Anode. Je grofer ein
DNA-Fragment ist, desto stdrker wird es im Gel zurlickgehalten. Je nach erwarteter
Fragmentgrofle wurden 1-2 %ige Gele verwendet. Hoherprozentige Gele wurden zur besseren
Beurteilung kleinerer Fragmente gegossen. Hierzu wurde TAE-Puffer mit unterschiedlichen
Agarosekonzentrationen aufgekocht, bis sich die Agarose loste. Nach kurzem Abkiihlen
wurde die Agaroseldosung blasenfrei in einen Gelschlitten gegossen. Zur Aussparung von
Taschen wurde zusétzlich ein Kamm in die Gelvorrichtung eingesetzt. Die DNA-Proben
wurden mit je 2 pl eines bromophenolblauhaltigen 10 x DNA-Ladepuffers versetzt und in die
Geltaschen eines erstarrten Agarosegels pipettiert Zusétzlich wurde ein DNA-Marker (5 pl)
mitgefiihrt. Nach dem Anlegen einer addquaten Spannung wurde die DNA in einem Zeitraum
von ca. 1h aufgetrennt. Um die DNA-Fragmente sichtbar zu machen, wurde das Gel fiir 30
min in einer Ethidiumbromidlosung (1 pg/ml) geférbt und anschlieBend in a. bidest entférbt.

Das Ethidiumbromid interkaliert in doppelstrangige DNA und fluoresziert unter UV-Licht.

3.1.5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Freeze-Squeeze-Methode:

Ein unter langwelligem UV-Licht ausgeschnittenes Agarosegelstiick, welches die gewlinschte
DNA enthielt, wurde mit 1 ml eines , Freeze-Squeeze-Puffers® dquilibriert. Unterdessen
wurde ein 0,5 ml Eppendorfcup geldchert. Dieses Loch wurde mit Glaswolle gestopft. Das
dquilibrierte Gelfragment wurde in das prédparierte Reaktionsgefdll iiberfiihrt, welches
wiederum in ein 1,5-ml-Reaktionsgefd3 gesetzt wurde. In dieser Konstruktion wurde das
Gelstlick zur Zerstorung der Gelmatrix flir mindestens 1 h bei -80°C eingefroren. Im
Anschluss wurde das Gelstiick wihrend des Auftauens bei 2000 rpm 15 min lang
abzentrifugiert. Hierbei passierte die DNA die Glaswolle und sammelte sich im groBeren
Eppendorfcup, wahrend das Agarosegel von der Glaswolle zuriickgehalten wurde.

Zur Aufreinigung und Konzentrierung der DNA wurde eine EtOH-Fillung in Gegenwart von
0,IM NaCl durchgefiihrt und das Pellet in 20 pl TE-Puffer gelost. Alternativ wurde das PCR

Purification Kit von Qiagen verwendet und nach dem Gelextraktionsprotokoll verfahren.

Freeze-Squeeze-Puffer 0,3M Natriumacetat pH 7,0
1 mM EDTA
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3.1.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Fragmente fiir die Ligation wurden aus einem Restriktionsenzymverdau oder einer PCR-
Amplifizierung gewonnen. Sowohl die Insert- als auch die Vektorfragmente wurden dann
iiber eine Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und anschlieend aus dem Gel extrahiert.

Um eine Selbstligation (Selbstrezirkularisierung) des Vektors zu vermeiden, wurde dieser vor
der Elektrophorese am 5'Ende dephosphoryliert. Dazu wurde die Vektor-DNA mit 10
Units/ug DNA einer Alkalischen Phosphatase (CIP) fiir 30 min bei 37 °C inkubiert.

Fiir die Ligationsreaktion wurden 100-200 ng des dephosphorylierten Vektors mit einem 2,5-
fachen Uberschuss des Inserts sowie mit 10 x Ligationspuffer (1/10 Volumen) und 200 units
T4 DNA Ligase in einem Endvolumen von 8 bis 16 ul fiir 2-4 h bei RT inkubiert. Der

Ligationsansatz wurde anschliefend in chemisch kompetente Bakterienzellen transformiert.

3.1.7 Phosphorylierung und Hybridisierung von Oligonukleotiden

Um Oligonukleotide in einen Vektor klonieren zu konnen, mussten zundchst einige
vorbereitende Schritte unternommen werden. Erst wurden die Oligonukleotide auf eine

Ausgangskonzentration von 10 pmol/pl eingestellt und an den 5’Enden phosphoryliert.

Phosphorylierungsansatz 2,5 ul Oligonukleotid
1 pl 10 x Polynukleotid-Kinase-Puffer
0,5 ul 50 mM ATP
0,5 pl T4 Polynukleotid-Kinase
5,5 ul H,O

Der Ansatz wurde zundchst 30 min bei 37°C und anschlieBend 10 min bei 68°C zur
Inaktivierung der Kinase inkubiert. Die Konzentration der Oligonukleotide betrug an dieser

Stelle 2,5 pmol/ul.

Annealing-Reaktion:

Dann wurden die beiden einzelstringigen, komplementiren Oligonukleotide miteinander
hybridisiert. Hierzu wurden je 5 pl beider Primer gemischt, auf 65 °C erhitzt und
anschlieBend 30 min auf RT abgekiihlt. Die Konzentration der einzelnen Oligonukleotide in
der Mischung betrug nun 1,25 pmol/pl. Fiir die Ligationsreaktion wurden die nun

doppelstrangigen Oligonukleotide 1:100 oder 1:1000 vorverdiinnt.
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Ligationsreaktion:

Fiir die Ligation wurden ca. 2,5-5 x 10 pmol eines vorher dephosphorylierten Vektors (s.
3.1.6), je 6,25 x 10™ bis 10™ pmol der zwei Primerpaare, 200 Units der T4 DNA-Ligase und
1/10 Volumen eines 10 x Ligationspuffers eingesetzt und fiir ca. 2 h bei RT inkubiert.

Anschlielend erfolgte die Transformation in E.coli sure.

3.1.8 Transformation chemisch kompetenter Bakterienzellen

Zur Vervielfdltigung von Plasmid-DNA wurden chemisch kompetente Bakterienzellen (E.coli
sure, E.coli HB101) transformiert. Dabei wurden 1-2 pg DNA mit 50 pl kompetenten
Bakterienzellen vermischt und 20-30 min auf Eis inkubiert. Nach 90 sec
Hitzeschockbehandlung bei 42 °C, wurde der Ansatz wieder 2 min auf Eis gestellt.
Anschlielend erfolgte die Zugabe von 200 pl antibiotikafreiem LB-Medium zur Suspension.
Durch eine 30 miniitige Inkubation bei 37 °C unter Schiitteln wurde die Expression der
Antibiotika-Resistenz-Gene der Plasmide angeregt. Der gesamte Ansatz wurde anschlieBend
auf eine antibiotikaversetzte LB-Agarplatte ausgestrichen oder zu antibiotikahaltigem LB-

Fliissigmedium zugegeben und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.1.9 Plasmid-Mini-DNA-Priparation (nach der Lysozym-Methode)

Zundchst wurde eine Einzelkolonie von einer ampicillinhaltigen Agarplatte in 3 ml
ampicillinhaltigem LB-Medium angeimpft und ii.N. bei 37 °C geschiittelt. Zur Isolierung der
Plasmid-DNA aus den Bakterienzellen wurde 1 ml einer 3 ml Uber-Nacht-Kultur bei 14.000
rpm 5 min zentrifugiert, das Pellet mit 150 pul STET-Puffer resuspendiert und nach Zugabe
von 12 pl Lysozym (Konzentration 10 mg/ml) fiir 60 s bei 90 °C aufgekocht. Lysozym
zerstort die Bakterienwand. Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt (14.000 rpm, 10 min)
konnten die pelletierten Zelltriimmer mit einer Pipettenspitze entfernt werden. Der Uberstand
wurde mit 150 pl Isopropanol versetzt, 20 min auf Eis inkubiert und erneut zentrifugiert.
Nach der EtOH-Féllung wurde das DNA-Pellet durch eine Vakuumzentrifugation getrocknet.
Anschliefend wurde die pelletierte DNA in 50 pl TE-Puffer aufgenommen. Die so isolierte
DNA wurde durch einen Restriktionsenzymtestverdau iiberpriift. Um die unerwiinschte RNA
zu entfernen, wurde RNAse A (20 mg/ml) zur Priparation zugefiigt.

Zur Gewinnung groBlerer Mengen reiner Plasmid-DNA wurde das Plasmid Purification Kit
der Firma Qiagen oder alternativ das Jet Star Plasmid Purification Kit der Firma Genomed

verwendet. Dabei dienten 100 bzw. 250 ml einer Uber-Nacht-Kultur als Ausgangsmaterial.
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Das weitere Vorgehen kann den Angaben der Hersteller entnommen werden.

STET-Puffer 8 % Saccharose
(sodium chlorid, Tris, EDTA, 5 % Triton X-100
Triton-buffer) 50 mM 0,5 M EDTA pH 8

10 mM 1 M Tris pH 8

3.1.10 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration einer Nukleinsdurelosung kann durch Absorptionsspektroskopie bestimmt
werden. Hierzu wurde die DNA 1:50 mit TE-Puffer auf ein Volumen von 100 pl verdiinnt.
Als Leerwert diente 100 pl TE-Puffer. Bei einer Wellenldnge von 260 nm wurde die optische
Dichte (OD) dieser verdiinnten Losung photometrisch bestimmt. Nukleinsduren besitzen ihr
Absorptionsmaximum bei 260 nm, wihrend Proteine Licht bei einer Wellenldnge von 280 nm
absorbieren. OD 1 bei 260 nm entspricht einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstringiger
DNA. Der Koeffizient ODisonm/OD2sonm gibt  Aufschluss iiber die Reinheit der
Nukleinsdurelosung. Eine Losung ohne Proteinkontamination weist im Idealfall ein

Verhéltnis von 1,8 bis 2,0 auf.

3.1.11 PCR-Amplifikation von DNA-Sequenzen

Die Polymerasekettenreaktion dient der Amplifikation eines bestimmten DNA-Abschnittes.
Durch die Wahl zweier geeigneter, spezifischer Primer (Oligonukleotide), die gegenldufig an
die DNA-Matrize binden, kann der zu amplifizierende Bereich definiert werden.

In dieser Arbeit wurde das Expand-PCR System der Firma Roche verwendet, das einen
Enzymmix aus einer hitzestabilen Tag-Polymerase und einer Polymerase mit Fehler-
Korrektur-Aktivitit enthalt.

Der PCR-Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 50 pl setzte sich wie folgt zusammen:

- 10 ng einer Template DNA

je 15 pmol von zwei spezifischen Primern

1/10 Volumen eines 10 x Expand-PCR-Puffers
- 200 uM dNTPs

- 0,6 pl des Expand-PCR-Enzym-Mixes

Im Thermocycler wurde die DNA-Matrize initial 3 min lang bei 94 °C denaturiert, es folgten
insgesamt 30 Zyklen, in denen jeweils 30 s Denaturierung (94 °C), 30 s Primer-Annealing (42
°C) und 1 min Elongation (72 °C) durchgefiihrt wurden. Dabei dient die Hitzedenaturierung
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dem Aufbrechen der Wasserstoftbriickenbindungen zwischen den DNA Doppelstrangen.
Durch die anschlieende Abkiihlung kdnnen die Primer an die einzelstringige DNA binden.
Schlieflich kann die Taqg-Polymerase die Primer als Startpunkt nutzen und den
komplementiren Strang, von der jeweiligen Matrize, synthetisieren. Nach dem letzten Zyklus
erfolgte eine Inkubation von 7 min bei 72 °C, bis schlieBlich auf 4 °C abgekiihlt wurde. Im
Laufe einer angesetzten PCR mit 30 Zyklen wird eine bis zu 10’-fache Vervielfiltigung des

definierten DNA-Abschnittes erreicht.

3.2 Zellkultur

Alle zellbiologischen Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Zellen
wurden in Zellkulturflaschen oder Schalen in geeignetem Medium konstant bei 37 °C, 5 %
CO;-Begasung und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert.

HeLa, 293T und F11 Zecllen wurden in DME-Medium unter Zusatz von 10 % FCS
(hitzeinaktiviert) und 1 % Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 pg/ml) gehalten.

Fiir die Kultivierung von SH-SYS5Y Zellen wurden dem DME-Medium/Ham's F12 (1:1)

10 % FCS (hitzeinaktiviert), 1 % Penicillin/Streptomycin und zusétzlich 1 % NEAs zugefiigt.

3.2.1 Passagieren von Zellen

Die Zellen wurden in 75 cm” oder 175 cm? Zellkulturflaschen gehalten und weiterpassagiert.
Zum Splitten und Aussden wurde der gesamte Zell-Monolayer kurz mit 5-10 ml Trypsin
benetzt. Nach Abnahme des Trypsins und 5-miniitiger Inkubation bei 37 °C konnten die
Zellen abgeklopft und in frisches Vollmedium aufgenommen werden.

Je nach gewiinschter Verdiinnung wurde weiteres Medium zugegeben und die Zellen wurden
auf neue Zellkulturflaschen oder fiir Transfektions- oder Infektionsversuche auf
Zellkulturschalen ausgesét. In die Vertiefungen einer 12-well-Platte wurden Zellen in einem
Volumen von 1 ml, in die einer 6-well-Platte in 1,5-2 ml, in einer &J 6 cm-Kulturschale in 3
ml und in & 10 cm-Kulturschalen in einem Volumen von 10 ml ausgesit. Die Zellen wurden
3-5 h (HeLa Zellen) bzw. einen Tag (293T-, F11- und SH-SYS5Y-Zellen) vor der

Transfektion/Infektion ausgesit.
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3.2.2 Einfrieren von Zellen

Die Zellen von zwei 175 cm*-Zellkulturflaschen (je 10’ HeLa Zellen) wurden mit 1 x PBS
gewaschen und abtrypsiniert, in frisches Medium aufgenommen und 5 min bei 900 rpm
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Einfriermedium, welches die Kristallbildung verhindert,
resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen in Kryotubes aliquotiert und in einem mit
Isopropanol gefiillten Einfrierbehélter langsam auf 70 °C abgekiihlt, um sie dann in einen

Fliissigstickstofftank fiir langere Zeit aufzubewahren.

Einfriermedium 20 % FCS (hitzeinaktiviert)
10 % Dimethylsulfoxid
70 % Vollmedium

3.2.3 Auftauen von Zellen

Tiefgefrorene Zellen wurden ziigig im 37° C Wasserbad aufgetaut, anschlieBend 5 min bei
900 rpm zentrifugiert, in frischem Vollmedium aufgenommen und in eine Zellkulturflasche
iiberfithrt. Sobald sich die Zellen abgesetzt hatten, wurde ein Mediumswechsel

vorgenommen, um die zelltoxischen Dimethylsulfoxid-Reste zu entfernen.

3.2.4 Transiente Transfektion eukaryoter Zellen mittels Calciumphosphatprizipitation
oder Lipofektion

DNA bildet mit Calciumphosphat ein Préizipitat, welches durch Endozytose von vielen Zellen
aufgenommen werden kann (Chen, Okamaya, 1987 und 1988). Fiir die Transfektion von Hela
Zellen in 6 & cm Zellkulturschalen wurden 4 pg DNA mit 150 pl 220 mM CaCl, und 150 pl
2 x BBS-Puffer (pH 6,9) gemischt und nach genau 15 min vorsichtig unter Schwenken der
Zellkulturschale auf die Zellen gegeben. Fiir die Transfektion von 293T-Zellen wurde 280
mM CaCl, verwendet, der pH-Wert des 2 x BBS-Puffers (pH 7,4) variiert ebenso, ansonsten
ist das Verfahren identisch. Alternativ kann die Transfektion mit kommerziell erhéltlichen
Transfektionsreagenzien durchgefiihrt werden. Dabei sind die Angaben des Herstellers zu
beachten. Das Prinzip beruht auf einer Komplexbildung der DNA mit Lipiden zu sogenannten
Liposomen, die durch Fusionierung mit der Zellmembran in die Zelle aufgenommen werden
konnen. In dieser Arbeit wurde das FuGene HD Transfektionsreagenz von der Firma Roche

fir die Transfektion von SH-SYS5Y und F11 Zellen verwendet.
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3.2.5 Infektion von permanenten Zellen

Fiir die Infektion von permanenten Zellen wurde zunédchst das Medium (3 ml bei 6 & cm
Schalen, 1,5 ml in 6-well, 1 ml in 12-well Platten) der jeweiligen Zellkulturschale abpipettiert
und die aufgereinigte Viruspriparationen in entsprechender Menge, nach berechneter MOI
(Multiplizitat der Infektion), vorsichtig auf die Zellen pipettiert. Damit die Zellen wihrend der
Infektion nicht austrocknen, wurde das Virus mit einer geringen Menge Vollmedium
gemischt (Infektionsvolumen von ca. 500 pl bei 6 & cm Schalen, 350 pl bei 6-well und 200
ul bei 12-well Platten), so dass die Zelloberfliche gerade mit Fliissigkeit benetzt war. Bei
einer Infektion mit Frier-Tau-Uberstinden wurde ein definiertes Volumen ohne Bestimmung
von Virustiter und ohne Festlegung der MOI eingesetzt. Die Zellen wurden fiir 1 h bei 37 °C
mit der Virussuspension inkubiert. Um ein Austrocknen der Zellen zu verhindern, wurden die
Zellkulturschalen alle 10 min per Hand geschwenkt. Nach der Inkubation wurde die jeweilige
Zellkulturschale mit Vollmedium auf das iibliche Volumen aufgefiillt. 24 h spiter wurde ein
Mediumswechsel durchgefiihrt.

Bei einer zusitzlichen Adenovirusiiberinfektion wurde das Virus entweder gleichzeitig oder
24 h nach rAAV-Infektion nach dem gleichen Verfahren hinzugefiigt. Die Proteine fiir die
Western-Blot-Analyse wurden in der Regel 24-48 h nach Infektion geerntet.

3.2.6 Differenzierung und Transfektion von F11 Zellen

F11 Zellen kénnen durch Zugabe von dibutyryl-cyclischem Adenosinmonophosphat (db-
cAMP) und Nervenwachstumsfaktor (NGF) zur Differenzierung angeregt werden (Francel et
al., 1987). Hierzu wurden die Zellen einen Tag vorher ausgesdt. Bei nahezu vollstdndiger
Konfluenz wurde das Wachstumsmedium durch Differenzierungsmedium ersetzt. Nach 4
Tagen Inkubation war die maximale Differenzierung der Zellen zu beobachten.

Sollten F11 Zellen transfiziert werden, so wurde die Transfektion einen Tag nach Aussden der
Zellen mit dem FuGeneHD Transfektionskit durchgefiihrt und die Differenzierung 24-36 h
spater induziert (Ghil et al., 2000; Hwang do et al., 2008).

Differenzierungsmedium DMEM + Glutamax
+ 1% FCS
+ 1 % Pen/Strep
+ 50 ng/ml NGF
+ 0,5 mM db-cAMP
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3.2.7 Produktion von rAAV-Vektoren

293T Zellen, die bereits die adenoviralen Helferfunktionen E1A und E1B exprimieren,
wurden mit einem Helfer- und einem AAV-Verpackungsplasmid kotransfiziert. Dabei liefert
das Verpackungsplasmid das in den Vektor klonierte Transgen und die unerldsslichen
inverted terminal repeats (ITRs) von AAV, wihrend das Helferplasmid pDG1 die rep/cap
Gene von AAV und adenovirale Helferfunktionen (E2, E4, VA-Gene) bereitstellt. Die
Transfektion erfolgte nach der weiter oben beschriebenen CaPOs-Methode von Chen und
Okayama (Chen, Okayama, 1987 und 1988).

Zur Herstellung von rAAV-Frier-Tau-Virusiiberstinden wurden 293-T Zellen in @ 6 oder @
10 cm Schalen eingesit und einen Tag spéter bei einer Konfluenz von 25-30 % transfiziert.
Hierbei wurden das pDG1 Helferplasmid und das entsprechende Verpackungsplasmid im
Verhéltnis 3 zu 1 eingesetzt. 24 h spiter wurde ein Mediumswechsel vorgenommen und
weitere 24 h bis 48 h spiter wurden die Zellen durch 3 x Frier-Tau-Behandlung (-80 °C im
Gefrierschrank und 37 °C im Brutschrank) lysiert. AnschlieBend wurden die Zelltriimmer
durch 10-miniitige Zentrifugation bei 4500 rpm pelletiert, der Uberstand abgenommen und fiir

anfiangliche Infektionsversuche verwendet.

3.2.8 Herstellung eines hochgereinigten rAAV-Virusstocks

3.2.8.1 Aussien und Transfektion von 293T Zellen

Einen Tag vor der Transfektion wurden in 20 x @ 14, 5 cm-Schalen 293T Zellen in 30-40 %
Konfluenz in 20 ml Medium eingesét und bei 37 °C inkubiert.
Fiir die Transfektion wurde der Ansatz fiir 20 Schalen vorsichtig gemischt und nach 15 min

wurden jeweils 1824 pul unter Schwenken vorsichtig auf die Zellen einer Schale gegeben.

Transfektionsansatz fiir 20 Schalen 378 ng Helferplasmid-DNA
126 png AAV-Plasmid-DNA
18,8 ml 300 mM CacCl,
18,8 ml 2 x BBS

Nach 24 h erfolgte ein Mediumwechsel.
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3.2.8.2 Herstellung der Rohlysate und Benzonasebehandlung

DOC-Lysat mit Benzonasebehandlung:

48 h nach Transfektion wurde das Medium der Zellkulturschalen abgenommen. Die Zellen
wurden mit 20 ml 1 x PBS je Schale gewaschen und anschlieend in 5 ml 1 x PBS je Schale
abgeschabt. Die Zellsuspension wurde 10 min bei 3500 rpm zentrifugiert, das Pellet erneut
mit 1 x PBS gewaschen und wie zuvor zentrifugiert. Nach Resuspension wurden die
Zellpellets aller Schalen vereinigt und in insgesamt 20 ml 1 x PBS aufgenommen. Nach
Einstellung auf 0,5 % Desoxycholsdure (DOC), wurden insgesamt 5000 U Benzonase (250
U/ml) zugegeben und fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Dabei baut die Benzonase freie
Nukleinsduren ab, beldsst allerdings enkapsidierte DNA. Anschlieend wurden die Zellreste
durch Zentrifugation bei 5500 rpm fiir 30 min pelletiert. Der Uberstand wurde bei -80 °C

eingefroren, aufgetaut und ein weiteres Mal bei 5500 rpm fiir 20 min zentrifugiert.

Alternativ: Frier-Tau-Lysat mit Benzonasebehandlung:

Wie oben bereits beschrieben, wurden die Zellen jeder Schale einmal mit 20 ml 1 x PBS
gewaschen und anschliefend in 5 ml 1 x PBS/ 5 mM EDTA abgeschabt. Die Zellsuspension
wurde 10 min bei 2443 rpm zentrifugiert. Die Resuspension erfolgte mit je 1 ml
Lysepuffer/Schale. AnschlieBend wurden die Zellen durch drei Frier-Tau-Zyklen lysiert.
Hierbei wurden die Zellen in fliissigem Stickstoff eingefroren (-70 °C) und im 37°C
Wasserbad wieder aufgetaut. Darauf folgte die Zugabe von 50 U Benzonase pro @ 14,5 cm
Schale (1000 U bei einem Ansatz von 20 Schalen) und eine Inkubation im 37 °C Wasserbad
fiir 30 min. Zuletzt wurden die Zelltrimmer durch 20-miniitige Zentrifugation bei 4886 rpm

pelletiert. Der Uberstand wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Lysepuffer 150 mM NacCl
50 mM Tris pH 8,4

3.2.8.3 Iodixanol-Dichtegradient

Die weitere Aufreinigung des Rohlysats erfolgte iiber einen Iodixanolgradienten.
Iodixanol, urspriinglich als Rontgenkontrastmittel entwickelt, ist ein nichtionisches, inertes

Gradientenmedium geringer Viskositit, das die rAAV Aggregation verhindert. Es eignet sich
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aufgrund dessen gut zur Durchfiihrung einer Dichtegradientenzentrifugation. lodixanol ist in
60 % iger Konzentration (w/v) erhéltlich (Zolotukhin et al., 1999).

Das zuvor gewonnene DOC-Lysat bzw. das Frier-Tau-Lysat nach alternativer Methode wurde
in ein Optiseal™ Ultrazentrifugenrohrchen (Polyallomer, 32,4 ml, Beckman) gegeben und

wie folgt von verschieden konzentrierten lodixanol-Losungen unterschichtet:

6 ml 15 % lodixanol

4,5 ml 25 % lodixanol (Phenolrot)
3,5 ml 40 % lodixanol

3,5 ml 54 % lodixanol (Phenolrot)

Die 15 % ige lodixanolldsung enthélt 1 M NaCl, das ionische Interaktionen zwischen rAAV-
Partikeln und Zellproteinen und somit eine Verteilung des Virus iliber den gesamten
Gradienten verhindert. Die 25 % ige und die 54 % ige Losung sind mit Phenolrot versetzt,
was die optische Unterscheidung der Banden ermdglicht.

Die Viruspriparation wurde bei 54.000 rpm und 18 °C fiir 2 h in einem 70 Ti-Rotor in einer
Ultrazentrifuge (Beckman) zentrifugiert. Die farblose Virusbande befand sich nach der
Zentrifugation zwischen der 54 % - und 25 % - lodixanolfraktion, da die Dichte von AAV
etwa einer 50 % igen lodixanol-Konzentration entspricht. Mit Hilfe einer 10 ml-Spritze wurde
kurz unterhalb der 40 % igen Bande durchgestochen und die gesamte Fraktion (3-4 ml)
abgezogen (Zolotukhin ef al., 1999).

3.2.8.4 Heparin-Affinititschromatographie

Heparin-Agarose-Chromatographiesiule (manuell):

Heparansulfatproteoglykan (HSPG) wurde als zelluldrer Rezeptor von AAV?2 identifiziert
(Summerford and Samulski, 1998), so dass eine Reinigung der adeno-assoziierten Viren des
Subtypes 2 iiber eine Heparinsulfataffinititssdule moglich ist.

Eine Fliissigchromatographiesidule (Luer Lock, 1,5x10 cm; Volumen 18 ml) von Sigma-
Aldrich wurde hierbei mit 8 ml Heparin-Agarose (Sigma-Aldrich) bestiickt. Nach dem
Absetzen der Agarose wurde die Sdule mit ingesamt 50 ml 1 x PBS/MK-Puffer dquilibriert.
Anschliefend wurde die Iodixanolgradientenfraktion auf die Séule pipettiert und nach dem
ersten Durchlauf (1 Tropfen/6 sec) erneut aufgetragen. Nach der Bindung des Virus an die

Sdule wurde diese mit 50 ml 1 x PBS/MK-Puffer gewaschen (1 Tropfen/8 sec), wobei
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ungebundenes Material entfernt wurde. Zuletzt wurde das Virus mit 10 ml 1 x PBS/MK + 1M

NaCl-Elutionspuffer von der Séule eluiert und in 10 x 1 ml Fraktionen (E1-10) aufgefangen.

10 x PBS-MK 25 mM KCl,
10 mM MgCl,
in 10 x PBS
1 x PBS-MK-NaCl 1 x PBS-MK + 1 M NaCl

Alternativ: Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC):

Alternativ.  wurde die Heparin-Agarose-Affinitdtschromatographie iiber eine HPLC
durchgefiihrt. Hierbei erfolgte zunichst die Aquilibrierung der HiTrap Sdule (von GE
Healthcare) mit 1 x PBS-MK, dann wurde die Virus-Gradientenfraktion aufgesogen und auf
die Chromatographiesdule geladen. Es kam es zur spezifischen Bindung der Viruskapside an
die Chromatographiematrix. Das ungebundene Material wurde durch automatische Zugabe
von PBS-MK ausgewaschen. Zuletzt wurde durch 1 M NaCl im Elutionspuffer die Bindung
zwischen den Kapsidproteinen und den Heparinmolekiilen an der Sdulenmatrix wieder gelost.
Die rAAVs wurden in wenigen Fraktionen zu je 1 ml aufgefangen. Die Titerbestimmung der

einzelnen Fraktionen erfolgte schlieBlich in der Light-Cycler-PCR.

3.2.8.5 Dialyse

Die Dialyse dient dazu, den Virusstock zu entsalzen. Dabei wurden die Fraktionen mit
ausreichend hohen Virustitern in einem Dialyserahmen (Slide-A-Lyzer, 0,5-3 ml Capacity,

Pierce) fiir 1,5 h gegen 1 x PBS dialysiert.

3.2.8.6 Titerbestimmung der rAAV-Stocks

Proteinase K Verdau:

Der Virustiter der hochgereinigten rAAVs wurde mittels Light Cycler PCR durch
Quantifizierung der Virusgenomkopien bestimmt. Zur Isolierung der genomischen DNA
wurden 10 pl des Virusstocks mit 1 pg des Carrierplasmids pBlueskript II SK+, 50 pl

3 x DNA-Lysepuffer und 40 pg Proteinase K versetzt und fiir 2 h bei 56 °C inkubiert. Dabei
baute die Proteinase K die Kapsidproteine der rekombinanten Viren ab, wodurch die
genomische DNA freigesetzt wurde. Nach einer Phenol-Chloroform-Extraktion mit

anschlieBender EtOH-Féllung wird die DNA iiber das Qiagen Purification Kit weiter
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aufgereinigt. Zuletzt wurde die DNA in 30 pl a.bidest eluiert. Fiir die PCR wurden 5 pl einer

1:100 Verdiinnung des Eluats eingesetzt.

Light Cycler PCR:

Bei diesem quantitativen Real-Time-PCR-Verfahren wird kontinuierlich das mit der Menge
des Amplifikationsproduktes an Intensitit zunehmende Fluoreszenzsignal gemessen, d.h. die
Amplifikation kann in Echtzeit nachvollzogen werden. Die Detektion erfolgt iiber die
Bindung des SYBR Green I Farbstoffes an doppelstringige DNA. Dieser emittiert Licht bei
einem Emissionsmaximum von 521 nm, wenn er von der Diode mit 470 nm angeregt wird.

Der Light Cycler PCR Reaktionsmix setzt sich zusammen aus Fast Starter Mix, der die
Polymerse mit Puffer, dNTP’s, MgCl, und den SYBR Green 1 Farbstoff enthilt.
Hinzugegeben wurden je 10 pmol entsprechender Primer, MgCl, (zu einer Endkonz. von 5
mM) und 5 pl der zu quantifizierenden Virus-DNA. Durch unterschiedlich starke
Verdiinnungen eines Referenzplasmids (10° bis 10° fach) wurde weiterhin eine Standardkurve
erstellt, anhand derer die Konzentration der Proben abgelesen werden konnte. Im Anschluss
an jeden Lauf wird eine Schmelzkurvenanalyse zur Unterscheidung von spezifischem PCR-

Produkt und Primer-Dimeren durchgefiihrt.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

Die Proteinexpression wurde mittels Western-Blot analysiert. Hierzu wurden aus den Zellen

nach einer Transfektion oder Infektion Proteinextrakte hergestellt.

3.3.1 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese von Proteinen
(SDS-PAGE)

Proteinextraktion und Gelelektrophorese nach der Laemmli Methode:

Zur Gewinnung von Proteinextrakten wurden die Zellen in den Zellkulturschalen zunichst
zweimal mit 1 x PBS gewaschen, in 2 x Proteinprobenpuffer aufgenommen, abgeschabt und
fiir 5 min bei 95 °C aufgekocht. Das Mercaptoethanol im Puffer dient dem Aufbrechen von
inter- und intramolekularen Disulfidbriicken. Das Aufkochen dient demselben Zweck. Das
SDS als anionisches Detergens bindet Proteine und iiberdeckt deren Eigenladung, so dass
diese nur noch nach ihrer Grofe aufgetrennt werden. Die Auftrennung der Proteine erfolgte
elektrophoretisch in einem SDS-Polyacrylamid-Gel unter denaturierenden Bedingungen.

(Sambrook et al., 1989). Dabei wurden 15-18 ul der Extrakte aufgetragen. Die Grofle der
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aufzutrennenden Proteine bestimmt die Wahl des Acrylamidanteils im Gel. In dieser Arbeit

wurden hauptsichlich 10%ige Proteingele verwendet.

Losungen und Puffer fiir Tris-Gycin SDS-PAGE:

2 x SDS —Proteinprobenpuffer 0,1 M Tris/HCL pH 7,5
2mM EDTA
20 % (w/v) Glycerin
4 % (w/v) SDS
10 % (w/v) Mercaptoethanol
0,02 % (w/v) Bromphenolblau

Sammelgelpuffer 0,75 M Tris/ HCL pH 6,8
0,4 % (w/v) SDS

4,5% iges Sammelgel nach Laemmli: 5,9 ml a. bidest

(Ansatz fiir 6 Mini-Gele) 2,5 ml Sammelgelpuffer
1,5 ml Rotiphorese Gel 30 (30 % Acrylamid)
100 ul APS (10 % w/v in a. bidest)

20 ul TEMED
Trenngelpuftfer 1,5 M Tris/HCL pH 8,8
0,4 % (w/v) SDS
10 %iges Trenngel nach Kornberg: 12,3 ml a. bidest
(Ansatz fiir 6 Mini-Gele) 7,5 ml Trenngelpuffer

10 ml Rotiphorese Gel 30 (30% Acrylamid)
200 pl APS (10% w/v in a. bidest)
40 ul TEMED

Transferpuffer 25 mM Tris
192 mM Glycin
20 % (v/v) Methanol

Alternatives Gelsystem mit Bis-Tris SDS-PAGE:
Bei diesem Verfahren handelt es sich ebenfalls um ein diskontinuierliches SDS-PAGE

System, das sich im Vergleich zum standardméBig angewendeten Tris-Glycin System u.a.
durch neutrale pH-Werte im Gel und im Probenpuffer auszeichnet, was eine groBere
Proteinstabilitit gewéhrleisten soll. Weiterhin wurden, dem Herstellerprotokoll folgend, die
Proteinproben unter milderen Bedingungen aufgearbeitet, woraus sich eine sichere Reduktion
intermolekularer Disulfidbriicken ergeben sollte. Zudem sollte der Laufpuffer mit seinen
antioxidativen Eigenschaften Proteinoxidationen wéhrend der Elektrophorese verhindern und
zu einem verbesserten Proteintransfer durch Elimination von Disulfidbriicken beitragen.

Der Probenpuffer wurde vor jeder Anwendung neu hergestellt. Er setzt sich zusammen aus
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1 x Probenpuffer, 1/4 Volumen 4 x NuPAGE® LDS Probenpuffer, 1/10 Volumen 10 x
NuPAGE Reducing Agent sowie a. bidest. Die Zellen wurden zweimal mit 1 x PBS
gewaschen, in 1 x Probenpuffer aufgenommen und abgeschabt. AnschlieBend wurden die
Proben bei 70 °C 10 min inkubiert. Die Trennung der Proteine erfolgte in NuPAGE® SDS-
Polyacrylamid-Gelen. Dem NuPAGE® Laufpuffer wurden vor Gebrauch etwa 500 pl
NuPAGE® Antioxidans zugefiigt. Es wurden 18 pl der Proben auf das Gel aufgetragen. Das

weitere Vorgehen entspricht dem der Standardmethode.

Losungen und Puffer fiir Bis-Tris SDS-PAGE:
20 x NuPAGE® MOPS SDS Laufpuffer 50 mM MOPS

50 mM Tris

0,1 % SDS

I mM EDTA, pH 7,7
4x Sammelgelpuffer 0,5 M Bis-Tris, pH 6,4
4x Trenngelpuffer 1,5 M Bis-Tris, pH 6,4
10%iges Trenngel: 4 ml a. bidest
(fiir 2 Mini-Gele) 2,5 ml 4 x Trenngelpuffer

3,3 ml Rotiphorese Gel 30 (30 % Acrylamid)
100 ul 10 % SDS
100 ul APS (10 % w/v in a. bidest)

10 ul TEMED
5%iges Sammelgel: 5,6 ml a. bidest
(fiir 2 Mini-Gele) 2,5 ml 4 x Sammelgelpuffer

1,7 ml Rotiphorese Gel 30 (30 % Acrylamid)
50 pl 10% SDS
150 ul APS (10 % w/v in a. bidest)
10 ul TEMED
NuPAGE® Antioxidans, NuPAGE® LDS Probenpuffer und das 10 x NuPAGE® Reducing

Agent wurden von der Firma Invitrogen bezogen.

3.3.2 Western-Blot und Immundetektion

Der Transfer der aufgetrennten Proteine vom Gel auf eine Nitrocellulosemembran
(Whatmann) erfolgte mittels Semi-Dry-Elektroblotting (Towbin et al., 1979). Dabei wurden
die Proteine durch Anlegen eines elektrischen Feldes auf die Membran iibertragen. Hierzu
wurden drei Lagen in Transferpuffer getrankter 3MM-Filterpapiere (Whatmann) auf die
untere Elektrode der Blotkammer, der Anode, gestapelt. Darauf wurde die ebenfalls mit

Puffer benetzte Membran gelegt. Auf die Membran wurden das Gel und drei weitere Lagen
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getrankten Filterpapiers geschichtet. Der Deckel der Kammer, die Kathode, wurde aufgesetzt
und die Proteine bei einer Stromstirke von 1 mA/cm” fiir 1,5 h geblottet. Nach dem Transfer
wurden freie Bindungsstellen auf der Nitrocellulosemembran, durch das Schwenken in einer
Milchlésung (6 % Milchpulver in 1 x PBS) fiir mind. 1 h, abgesittigt. Danach wurde die
Membran mit einem spezifischen Primédrantikérper (1:500 bis 1:2000 in Milchlésung + 0,3 %
Tween verdiinnt) behandelt. Die Inkubation der Membran mit dem Antikorper erfolgte
entweder bei RT fiir 1,5 h oder bei 4 °C 1. N. AnschlieBend wurde die Membran 3 x fiir 5 min
in PBS-T (1 x PBS + 0,1 % Tween) gewaschen. Daraufhin folgte die Inkubation mit einem
Meerretich-Peroxidase-gekoppeltem Sekundérantikorper (1:2000 verdiinnt) fiir 1 h bei RT.

SchlieBlich wurde die Membran nochmals 3 x fiir 15 min in PBS-T gewaschen.

ECL-System:

Zur Sichtbarmachung der Immunreaktion wurde das Enhanced Chemiluminescence Analysis
Kit (ECL) verwendet. Die Membran wurde mit dem ECL-Kit 60 sec inkubiert. Hierbei
katalysiert die Peroxidase des zweiten Antikorpers die Oxidation von Luminol (einem
zyklischen Diacylhydrazyd) und 16st somit unter dem Beisein von verschiedenen Verstirkern
eine Chemilumineszenz aus. Das entstehende Licht flihrt zur Schwirzung eines Rontgenfilms

und konnte so gemessen werden.

Odyssey-System:

Das  Odyssey Infrarot-Imaging System von  Licor Biosciences ist ein
Fluoreszenzdetektionssystem, das im Nahinfrarotbereich zwei Wellenlédngen detektieren kann
(700 nm und 800 nm) und die Quantifizierung von Western-Blot-Signalen ermoglicht.

Das Blotten, Blocken und die Inkubation des Primirantikorpers erfolgten analog zum ECL-
System. Der fluoreszenzmarkierte Sekundérantikorper wurde 1:20.000 vorverdiinnt und

1-1,5 h bei RT im Dunkeln mit der Membran inkubiert. Es wurde dann 4 x 5 min mit 1 x
PBS-T gewaschen und zum Schluss einmal nur mit 1 x PBS. Nach dem Scannen der
Membran erfolgte die Quantifizieung der Signale durch Messung der ,,integrated intensities*.
Als ,,integrated intensities” (I.I) wird die Summe der Intensititswerte aller sich innerhalb
einer Flache befindenden Pixel bezeichnet; dabei wurde stets der Hintergrund abgezogen,

sodass der I.I-Wert der Intensitét der entsprechenden Bande entsprach.
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3.4 Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien

Allgemeines Prinzip:

Um die p-Opioid-Rezeptor (u-OR) Expression der mittels rAAV infizierten Zellen zu
bestimmen, sowie die Funktionalitit des Rezeptors auf Ebene der Ligandenbindung zu
iiberpriifen, wurde eine Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudie durchgefiihrt. Hierbei bindet
der radioaktiv markierte Ligand ["H]DAMGO spezifisch an den membranstindigen p-OR.
Durch Messung der Radioaktivitidt in einem Sittigungsexperiment kann indirekt auf die
Rezeptorkonzentration geschlossen werden. Allerdings muss beachtet werden, dass
[PHIDAMGO trotz der hohen Selektivitit fir den p-OR wie jeder andere Agonist auch
unspezifisch an andere biologische, aber auch kiinstliche Materialen (wie an eingesetzte
Rohrchen, Filter usw.) binden kann. Eine direkte Bestimmung der spezifischen Bindung ist
nicht moglich. Daher wird im Sittigungsexperiment die Gesamtbindung des Agonisten in
Abhidngigkeit von der eingesetzten Konzentration bestimmt.

Zusitzlich erfolgt die Bestimmung unspezifischer Bindung durch den Einsatz von Naloxon,
einem Opioid-Rezeptorantagonisten. Dieser wird in ca. 1000-fachem Uberschuss zum
Radioliganden und der Membranpréparation zugegeben und ist nicht radioaktiv markiert. Das
,kalte” Naloxon besetzt die spezifischen Bindungsstellen, wihrend [3H]DAMGO nur noch
unspezifisch binden kann. Die unspezifische Bindung kann nun von der Gesamtbindung
abgezogen werden. Die dadurch bestimmte spezifische Bindung unterliegt -einer
Sattigungskinetik. Sie erreicht bei zunehmender Konzentration des Radioliganden

*HIDAMGO einen Maximalwert. Die unspezifische Bindung hingegen ist nicht sittigbar.
p g

Chemische Grundlagen:

Die Interaktion des Liganden (L) mit seinem Rezeptor (R) unterliegt dem
Massenwirkungsgesetzt (Motulsky & Christopoulus, 2003).
Die Dissoziationsreaktion ist in der Formel 3.1 dargestellt, wobei k™' und k' die

Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation und Dissoziation darstellen.

Formel 3.1

[R}+[1] == [rL]
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Die Dissoziationskonstante K4 [mol/l] beschreibt das Gleichgewicht einer Ligand-Rezeptor-
Wechselwirkung und ist definiert als die Ligandenkonzentration, bei der 50 % der Rezeptoren
gebunden sind. Je grofer der Kg-Wert, desto stirker liegt das Gleichgewicht der Reaktion auf
Seiten der dissoziierten Form, wie in der Formel 3.2 dargestellt (Motulsky & Christopoulus,

2003).

Formel 3.2 k™!
Kd= F

Der Ky4-Wert ist ein MabB fiir die Affinitdt des Liganden zum Rezeptor und kann ebenso wie
die maximale Rezeptorkonzentration (Bnax) im Rahmen des Séttigungsexperimentes bestimmt
werden. Das Sittigungsexperiment kann anhand der folgenden Gleichung beschrieben
werden. Sie beschreibt die spezifische Ligandenbindung an den Rezeptor als eine Funktion

der steigenden Ligandenkonzentration.

Formel 3.3 [kt ] B, x|L,]

~ K, 4L ]

In Abbildung 3.1 ist eine Sattigungskurve graphisch dargestellt.

Abb. 3.1: Darstellung einer Sittigungskurve.
Aufgetragen ist die Menge des spezifisch
gebundenen Radioliganden (Bound) gegen die
Konzentration des freien Radioliganden (Free).
Die Dissoziationskonstante Ky wird an der x-
Achse, die maximale Rezeptorkonzentration B,y
an der y-Achse abgelesen.

Bound

Kq Free

Membranpriparation der infizierten HelLa Zellen:

HeLa Zellen wurden in & 14,5 cm Schalen ausgesét und mit entsprechenden, rekombinanten
AAV-Viruspriparationen infiziert. Zur Verstirkung der Transgenexpression wurde eine
Uberinfektion mit Adenovirus vom Subtyp 2 durchgefiihrt. Nach mindestens 36 h
Infektionszeit wurden die Zellen dreimal mit 4 °C kaltem, 50 mM Tris-HCL, pH 7,4
gewaschen und in gleichem Volumen Trispuffer abgeschabt. AnschlieBend wurden die Zellen
im Gewebezerkleinerer homogenisiert, bei 42.000 rpm und 4 °C 20 min lang abzentrifugiert,

erneut mit Trispuffer gewaschen und wieder zentrifugiert. Das Pellet wurde in 2 ml Trispuffer
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resuspendiert und konnte entweder bei -80 °C weggefroren oder direkt fiir Bindungsanalysen

weiterverwendet werden.

Proteingehaltsbestimmung:

Zur Bestimmung des Proteingehaltes der Membranpréiparationen wurde die Methode nach
Bradfort angewendet. Hierzu wurden 5 pl der Probe mit 795 pl a. bidest und 200 ul Bio-Rad
Reagenz gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Zur Erstellung der Standardkurve wurden
0,1,2,3,4,5,6 und 7 pul BSA (c= 1,3 pg/ul) pipettiert und jeweils mit a. bidest auf 800 pl
Volumen aufgefiillt, zum Schluss wurde tiberall 200 ul des Bio-Rad Farbstoffes zugegeben.
Es wurde eine Standardkurve im Photometer erstellt. AnschlieBend wurde die OD der Proben
bei 595 nm gemessen. Ein Vergleich mit der Absorption des Standards bei 595 nm lieferte die

Proteinkonzentration der Proben.

DAMGO-Verdiinnungsreihe und Messung der Radioaktivitt:
400 pl Membransuspension (ca.100 pg Protein) und 50 ul DAMGO (49,6 Ci/mmol) wurden

in einem Ansatz mit 50 pl Trispuffer (50 mM, pH 7,4), in einem zweiten mit 50 pul Naloxon
(Endkonzentration 10 uM) fiir 1,5 h bei RT inkubiert. Der Naloxon-Ansatz diente der
Bestimmung  unspezifischer Bindung. Im  Anschluss erfolgte die Trennung
membrangebundener von frei vorliegender Radioaktivitdt durch Vakuumfiltration mit Hilfe
von GF/C Whatman Glasfiberfiltern. Nach der Filtration wurden die Filter in ein
Szintillationsgefdl gegeben und in 3 ml Szintillationsfliissigkeit bei RT ii.N. inkubiert.

24 h spiter wurde die membrangebundene Tritiumaktivitdt (Zerfille pro Minute = cpm) der

Proben in einem Fliissigszintillationszéhler mit einer Countereffizienz von 69 % gemessen.

Berechnung der Bindungsparameter:

Zunichst wurde die cpm der unspezifischen Bindung von der cpm der Gesamtbindung
abgezogen, um die spezifische Bindung zu erhalten: cpmgpesifisch = CPMgesamt = CPMunspezifisch-

Anhand der spezifischen cpm Werte wurde die Anzahl der Bindungsstellen in fmol/mg
ermittelt. Dies erfolgte unter Beriicksichtigung der spezifischen Radioaktivitidt des Liganden
(hier: 49,6 Ci/mmol), der Countereffizienz und der eingesetzten Proteinmenge. Fiir die
Umrechnung wurde die Graph Pad Quick Calcs Software verwendet. Mit freundlicher
Unterstiitzung von V. Spahn (Doktorandin, Klinik fiir Andsthesie, CBF) wurde mit der nicht
linearen Regression mit Hilfe des Graph Pad Prism Programms sowohl die hyperbole

Sattigungskurve erstellt als auch die Bindungsparameter B,y und Ky ermittelt.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Suche eines geeigneten Promotors zur gewebespezifischen Expression des p-
Opioid-Rezeptors

Rekombiante AAV-Vektoren (rAAV) sind in einigen wenigen tierexperimentellen
Untersuchungen bereits zur Expression des p-Opioid-Rezeptors (u-OR) eingesetzt worden.
Diese exprimierten den p-OR unter der Kontrolle des Neuronen spezifischen Enolase
Promotors (NSE) (Xu et al., 2003; Gu et al., 2005). Die Expression der rekombinanten p-ORs
war sehr schwach und konnte in vivo nur nach direkter Injektion hoher Vektordosen in die
schmerzweiterleitenden DRGs oder direkt in den freipriparierten Ischiasnerv nachgewiesen
werden. Ziel dieser Arbeit war es die durch rAAVs vermittelte Expression des p-Opioid-
Rezeptors in neuronalen Zellen zu optimieren und die Effizienz zu steigern. Dies sollte durch
Verwendung alternativer Promotoren, weiterentwickelter AAV-Vektortypen (einzelstringig
vs. selbstkomplementér) und durch Variation von AAV-Kapsiden gelingen.

Zunichst wurden drei verschiedene Promotoren beziiglich ihrer Eignung fiir die Expression
des pu-OR in nicht-neuronalen und neuronalen Zellen untersucht. Im Einzelnen handelte es
sich dabei um den humanen Cytomegalievirus immediate early Enhancer/Promotor (CMV),
um einen mit zusétzlichen regulatorischen Sequenzen aus dem Gefliigel B-Aktin Promotor
modifizierten CMV-Promotor, der CMV Enhancer/Chicken B-Actin Promotor (CBA) und um

den Neuronen spezifischen Enolase Promotor (NSE).

Cytomegalievirus Promotor/Enhancer (CMV)

Fiir die regulatorische Region der friihen Gene des humanen Cytomeglievirus (CMV) ist in
zahlreichen Publikationen eine ubiquitire und starke Aktivitit beschrieben worden. Neben
einer typischen TATA-Box enthédlt der Promotor ein starkes Enhancer Element, das
Bindestellen fiir eine ganze Reihe von zelluldren Transkriptionsfaktoren enthélt (Paterna et
al., 2002). Auch fiir die Infektion neuronaler Zellen durch virale Vektoren wird der CMV-
Promotor héufig eingesetzt und fiihrt zu hohen Genexpressionsraten. Seine relativ geringe
GroBe von 700 bp stellt gerade im Zusammenhang mit AAV-Vektoren, die nur eine begrenzte
Verpackungskapazitit besitzen, einen wichtigen Vorteil dar. Allerdings wurde in einigen

Studien zur Untersuchung der in vivo Langzeitexpression in neuronalem Gewebe eine
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Abnahme der Transgenexpressionsraten unter CMV-Promotorkontrolle bereits nach wenigen

Wochen beobachtet (Fitzsimons et al., 2002).

Chicken B-actin Promotor (CBA)

Der chicken [-actin Promotor (CBA) kontrolliert die Expression der B-Untereinheit des
Proteins Aktin im Huhn. B-Aktin wird als Bestandteil des Zytoskeletts in praktisch allen
Zelltypen konstitutiv exprimiert. Die ubiquitdre Aktivitit des Promotors und eine hohe
Expressionsrate ermoglichen es den hohen Bedarf an B-Aktin in den unterschiedlichen
Zelllinien zu decken (Quitschke et al., 1989). Der CBA-Promotor hat eine Gréf3e von 300 bp,
zur vollen Aktivitdit werden allerdings zusétzliche Sequenzen aus dem ersten Intron
(Kawamoto et al., 1988) und dem ersten Exon des p-Aktin Gens bendtigt. Im ersten Intron
befindet sich eine CArG-Box, im Promotorbereich befindet sich fiir den Transkriptionstart
eine TATA-Box, weiterhin einige Sp1 Bindestellen, eine CArG-Box und eine CAAT-Box zur
Regulation der Transkription (Quitschke et al., 1989). Zur weiteren Verstirkung der
Genexpression ist der in dieser Arbeit verwendete CBA-Promotor mit einem CMV-Enhancer
Element fusioniert, so dass sich eine GesamtgroBBe von 1,8 kbp fiir den Hybridpromotor
ergibt. Wahrend die Aktivitit des CBA-Promotors bespielsweise in 293-T Zellen schwécher
ist als die des CMV-Promotors (Chung et al., 2002), fiihrt der CBA-Promotor in anderen
Zelllinien zu einer stirkeren Genexpression als der CMV-Promotor. Vor allem fiir eine stabile
in vivo Langzeitexpression (> 6 Monate) in neuronalem Gewebe ist der CBA- dem CMV-

Promotor deutlich iiberlegen (Fitzsimons et al., 2002).

Neuronen spezifischer Enolase Promotor (NSE)

Die Neuronen spezifische Enolase ist eine Isoform des glykolytischen Enzyms Enolase, das in
neuronalen und neuroendokrinen Zellen exprimiert wird (Navarro et al, 1999). Friihere
Untersuchungen haben bereits eine neuronenspezifische Genexpression durch Verwendung
des NSE-Promotors nachgewiesen (Forss-Petter ef al., 1990). Der in der vorliegenden Arbeit
verwendete NSE-Promotor aus Ratten hat eine GroB3e von ca. 1,8 kbp. Dem Promotor fehlt
eine typische TATA-Box. Es wurde allerdings eine TATA-Box dhnliche Sequenz, die nicht
vollstindig mit der Konsensussequenz iibereinstimmt, identifiziert. Eine CAAT Box ist nicht
vorhanden. Stattdessen sind im Promotorbereich GC-reiche Areale und GC-Box #hnliche

Sequenzen zu finden, die transkriptionsregulierende Funktionen {ibernehmen konnen.
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Weiterhin existieren Sequenzmotive fiir die Transkriptionsfaktoren AP1, AP2 und CREB
(Forss-Petter et al., 1990; Sakimura et al., 1995). Der Ratten-NSE Promotor ist der im
Zusammenhang mit rAAV vermittelter Expression im Gehirn am besten untersuchte
neuronale Promotor. Neben hohen Expressionsraten im Gehirn konnte auch eine effektive
Infektion von Neuronen im Riickenmark nachgewiesen werden. Weiterhin erwies sich der
NSE- beziiglich der in vivo Langzeitexpression und der Expressionsstirke im Gehirn dem
CMV-Promotor deutlich tiberlegen (Klein et al., 1998; Fitzsimons et al., 2002). Eine
vergleichende Studie von CBA- und NSE-Promotor im Ratten Hippocampus zeigte aber eine

3-fach schwichere Transgenexpression bei den NSE-basierten Vektoren (Klein ef al., 2002).

4.1.1 Klonierung von Plasmidkonstrukten zur Generierung einzelstringiger pOR-AAV-
Vektoren

Ausgehend von vorhandenen AAV-Basis-Konstrukten (pTR-UF5, pTR-UF11 und pTR-
NSE), welche das ,green fluorescent protein“(GFP)-Gen unter der Kontrolle dieser
verschiedenen Promotoren enthielten, wurde das GFP-Gen gegen eine DNA-Kassette fiir den
u-Opioid-Rezeptor ausgetauscht. Zur spezifischen Detektion des Transgens war dieses mit
einem aminoterminalen Flag-Tag Epitop versehen. Hierbei wurde eine freundlicherweise von
C. Zollner (Klinik fiir Anésthesie, CBF, Charité Berlin) zur Verfiigung gestellte Flag-uOR-
cDNA mittels einer Polymerase Ketten Reaktion (PCR) amplifiziert. Die Primer wurden so
gewdhlt, dass geeignete Schnittstellen fiir die Klonierung generiert wurden. Fiir die
Herstellung der Konstrukte pTR-UF11-uOR  und pTR-NSE-uOR  war eine
Zwischenklonierung der Flag-uOR-Kassette in das Plasmid Bluescript II SK+ mit
anschlieBender Umklonierung in den AAV-Vektor notwendig. Die hergestellten AAV-
Plasmidkonstrukte mit dem Flag-p-Opioid-Rezeptor wurden als pTR-UF5-uOR (CMV-),
pTR-UF11-uOR (CBA-) und pTR-NSE-pOR (NSE-Promotor) bezeichnet (Abb. 4.1).

ITR ITR

pTR-UF5-2OR

Abb. 4.1: Flag-pOR
ITR ITR Plasmidkonstruke

pTR-UF11-2OR

ITR ITR

pTR-NSE-zOR
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4.1.2 Uberpriifung der Transgenexpression nach Transfektion von HeLa Zellen mit den
GFP und Flag-pOR AAV-Vektorkonstrukten

Zur Untersuchung der Expression des GFP-Markergens und des Flag-getaggten p-Opioid-
Rezeptors wurden HeLa Zellen mit den AAV-Verpackungsplasmiden (pTR-UFS, -UF11,
-NSE und pTR-UF5-, -UF11-, -NSE-pOR) mittels CaPO4-Prézipitation transfiziert. 48 h nach
Transfektion wurden Proteinextrakte hergestellt und einer Western-Blot-Analyse unterzogen.
GFP wurde durch einen polyklonalen anti-GFP Kaninchen-Antikdrper und Flag-uOR durch
einen monoklonalen anti-Flag Antikdrper aus der Maus detektiert. Sowohl fiir das pOR-
Konstrukt UF5 mit dem CMV-Promotor als auch fiir das Konstrukt UF11 mit dem CMV-
chicken B-Actin (CBA) Hybridpromotor konnte eine starke Expression des p-OR bei
Transfektion hoher Konzentrationen der jeweiligen DNA-Konstrukte (4 pg der Plasmid-DNA
pro & 6 cm Zellkulturschale) detektiert werden. Fiir das Konstrukt UF11-pOR konnte bereits
bei Zugabe geringerer DNA-Mengen (2 pg) ein Expressionssignal nachgewiesen werden. Fiir
das Konstrukt mit dem Neuronen spezifischen Enolase Promotor konnte keine
Transgenexpression in HeLa Zellen detektiert werden (s. Abb. 4.2).

Bei den GFP-Kontrollvektoren zeigte sich fiir die beiden Konstrukte mit dem CMV- und dem
CBA-Promotor eine deutliche anti-GFP reaktive Bande auf der erwarteten Héhe von ca. 27
kDa, wihrend sich fiir den neuronenrestriktiven NSE-Promotor auch hier keine
Proteinexpression nachweisen lie3 (ohne Abbildung). Aufgrund der Neuronenspezifitit war in

HeLa Zellen auch keine Aktivitit des NSE-Promotors zu erwarten.

Plasmid pTR-
1

| |
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2ug DNA 4ug DNA

kDa

160 —
105 —

anti-Flag-M2

Abb. 4.2: Kontrolle der Flag-uOR-Expression in
HeLa Zellen nach Transfektion von AAYV-
Verpackungsplasmiden

Die AAV-Verpackungsplasmide pTR-UF5- (CMV-),
-UF11- (CBA-) und -NSE-pOR (NSE-Promotor)
wurden in  jeweils zwei  unterschiedlichen
Konzentrationen transfiziert. Als Negativkontrolle
diente das GFP-exprimierende Konstrukt pTR-UFS.
Die korrekte Expression des u-OR wurde {iber dessen
aminoterminalen Flag-Tag mit einem monoklonalen
Maus anti-Flag Primérantikérper und einem
Peroxidase-gekoppelten ~ Zweitantikdrper  nach-
gewiesen. Der Flag-uOR ist in multimerisierter Form
bei ca. 200 kDa detektierbar.
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4.1.3 Optimierung des Gelsystems zum Western-Blot Nachweis von Flag-pOR

Opioid-Rezeptoren neigen als G-Protein gekoppelte Rezeptoren durch Bildung von Dimeren
und Oligomeren zur Formierung hoéhermolekularer Aggregate (George et al., 2000). Die
theoretische MolekulargroBe des p-OR ohne posttranslationale Modifizierung betrégt etwa 50
kDa (Christoffers et al., 2003). In einigen Arbeiten wurde weiterhin eine glykosylierte Form,
die in der SDS/PAGE Gelelektrophorese auf einer Hohe von ca. 80 kDa lduft, nachgewiesen
(Chaturvedi et al., 2000; Christoffers et al., 2003). George et al. wiesen pu-Opioid-Rezeptoren
als Monomere, Dimere, Tetramere und hohere Oligomere nach (George et al., 2000). In
dieser Arbeit wurde, wie in Abb. 4.2 zu erkennen ist, mit der SDS-PAGE Standardmethode
nach Laemmli das pOR-Expressionssignal auf einer Hohe von >160 kDa detektiert. Dies
spricht fiir den Nachweis von p-OR Multimeren oder glykosylierten Dimeren. Um die
Formierung dieser hohermolekularen Aggregate zu unterdriicken und definierte niedere pOR-
Mono- bzw. -Oligomere eindeutig nachweisen zu konnen, wurde das NuPage® Bis-Tris
Gelsystem von Invitrogen als Alternative zum Gelsystem nach Laemmli herangezogen.
Dieses alternative Verfahren sollte nach Angaben des Herstellers zu einer sicheren Reduktion
intermolekularer Disulfidbriicken fithren und eine grofBere Proteinstabilitit gewihrleisten.
Parallel transfizierte HeLa Zellen wurden zum Einen entsprechend den Vorgaben des Tris-
Glycin SDS-PAGE Systems nach Laemmli und zum Anderen mit den Reagenzien des
NuPAGE®Bis-Tris System aufgeschlossen und im Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Es folgte
eine Western-Blot-Analyse mit einem monoklonalen anti-Flag Priméirantikorper und einem

Peroxidase-gekoppelten Zweitantikorper.
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Wie der Abb. 4.3 zu entnehmen ist, wurde mit Hilfe der NuPAGE® Methode (A) im Ansatz
mit dem Konstrukt pTR-UF11-pOR (CBA-Promotor) ein schwaches Signal auf Monomer-
Hoéhe bei ca. 40 kDa (Spur 3) und sowohl fiir -UF11- als auch fiir UF5-uOR (CMV-
Promotor) eine promiente Bande bei ca. 80 kDa detektiert. Die Letztere kann auf Grund ihres
Laufverhaltens mit hoher Wahrscheinlichkeit als Dimer interpretiert werden. (Die Bande bei
80 kDa bei der Negativkontrolle in Spur 1 ist héchstwahrscheinlich durch ein Uberlaufen der
Probe aus Spur 2 bedingt.) Auch beim NuPage® Verfahren bleiben jedoch hohermolekulare
Aggregate sichtbar, wenn auch wesentlich schwidcher als beim Standardsystem. Das
Expressionssignal streut im Invitrogen System (A) insgesamt iiber einen groBeren Bereich als
beim herkommlichen Verfahren (B). Im Vergleich lieferte das herkdmmliche System von
Laemmli (B) ein besser abgrenzbares Signal als das alternative Verfahren. Da sich also fiir die
optische Beurteilung und Interpretation des Flag-uOR-Signals in der Western-Blot-Analyse
keine Vorteile durch das alternative Gelverfahren ergeben haben und auch das Vorgehen
aufwendiger ist, wurde in den weiteren Versuchen wieder auf das Tris-Glycin SDS-PAGE

System von Laemmli zuriickgegriffen.

4.1.4 GFP- und Flag-nOR-Expression nach Infektion rekombinanter AAV-Vektoren

Fiir erste Untersuchungen zur rAAV-vermittelten Transgenexpression wurden ungereinigte
Vektorpriparationen (Frier-Tau-Lysate) verwendet. Diese wurden, wie unter 3.2.7
beschrieben, hergestellt. In HeLa Zellen wurden dabei zunédchst die rAAV-Priparationen mit
dem GFP-Markergen untersucht, um erste Aufschliisse liber die Aktivitdt der verschiedenen
Promotoren zu gewinnen. Die GFP-Expression der Zellen wurde hierbei zum Einen unter
einem inversen Fluoreszenzmikroskop, zum Anderen in einer Western-Blot-Analyse mit
einem polyklonalen anti-GFP Antikorper und einem Peroxidase- markierten Zweitantikorper,
beurteilt. Die rAAV-haltigen Frier-Tau-Lysate wurden in zwei unterschiedlichen
Konzentrationen (100 bzw. 400 pul pro & 6 cm Schale) eingesetzt. In einem separaten Ansatz
wurde bei der hoheren rAAV-Konzentration zusétzlich mit Adenovirus Typ 2 (Ad2) in einer
Multipliziit der Infektion (MOI) von 50 iiberinfiziert. Die Ad2-Uberinfektion diente der
Steigerung der Expressionsstirke, die iiber die Induktion der Zweitstrangsynthese der
einzelstringig vorliegenden AAV-Monomervektoren (Ferrari et al, 1996) und die
transaktivierenden Eigenschaften des adenoviralen EIA Proteins auf die Promotoren

vermittelt wird.
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Abb. 4.4: GFP-Expressionsanalyse nach Infektion von HeLa Zellen mit rAAVs

HeLa Zellen wurden mit rAAV-haltigen Frier-Tau-Lysaten (rAAV-UF5-, -UF11- und -
NSE-GFP) in zwei unterschiedlichen Konzentrationen (je 100 und 400 ul auf & 6cm
Schalen) infiziert und in einem separatem Ansatz bei der héheren rAAV-Konzentration
zusitzlich mit Adenovirus vom Typ 2 (MOI 50) iiberinfiziert.

A) Mikroskopische Fluoreszenz-Analyse auf GFP-positive Zellen

B) GFP-Western-Blot-Analyse mit einem polyklonalen anti-GFP Antikdérper und einem
Peroxidase markierten Zweitantikorper mit anschlieBender ECL-Detektion.

Abb. 4.4 A) zeigt bei der hdheren Konzentration an eingesetztem Frier-Tau Uberstand
nahezu 100% GFP positive HeLa Zellen fiir die mit Ad2 {iberinfizierten Ansdtze rAAV-UF5
(CMV-) und -UFI11 (CBA-Promotor). Fiir das Konstrukt mit dem NSE-Promotor war
erwartungsgemal keine GFP-Expression in den HeLa Zellen nachzuweisen. In der Western-
Blot-Analyse (Abb. 4.4 B) konnte bei der hoheren rAAV-Konzentration (400 pl) fiir die
Konstrukte UF5 und UF11 ein dhnlich starkes Signal detektiert werden (Spur 2 und 5). Fiir
das Konstrukt UF5 (Spur 1) war im Gegensatz zu dem Konstrukt UF11 (Spur 4) bei den
Infektionsansitzen mit der geringeren Konzentration an Uberstand (100 pl) keine Expression
nachweisbar. Die Expression des CMV-getriebenen Konstruktes UF5 wird durch die
Uberinfektion mit Ad2 weitaus stirker induziert (Spur 3) als die des CBA-getriebenen
Konstruktes UF11 (Spur 6). Dieses unterschiedlich starke Ausmal3 der Transaktivierung fiir
verschiedene Promotoren im gleichen Vektor-Kontext deutet darauf hin, dass der Effekt vor
allem auf Promotor aktivierende Eigenschaften von Ad2 zurlickzufiihren und nur in

untergeordnetem Mal durch die Induktion der Zweitstrangsynthese bedingt ist.
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Fiir das NSE-Konstrukt konnte in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der
mikroskopischen Fluoreszenzanalyse keine GFP-Expression gezeigt werden. Der Neuronen
spezifische Promotor ist den Erwartungen entsprechend auch im Kontext von rAAV-Vektoren
in HeLa Zellen nicht aktiv. Gleichermalen konnte fiir die Flag-uOR-Konstrukte in der
Immunoblot-Analyse eine deutliche Expression nach Koinfektion von HeLa Zellen mit Ad2
und den rAAVs UF5- und UF11-uOR nachgewiesen werden. Wie erwartet, lag das
Expressionsniveau des NSE-Promotor getriebenen Konstruktes auch in diesem Fall unterhalb
der Nachweisgrenze (ohne Abbildung, s. Experimente mit den aufgereinigten Vektoren, Abb.
4.5). Ubereinstimmende Ergebnisse lieferte die Infektion von 293-T Zellen. Auch hier war die
Transgenexpression von GFP und Flag-pOR nur fiir die Konstrukte UF5 und UF11 eindeutig
nachweisbar (ohne Abbildung).

4.1.5 Herstellung hochgereinigter, rekombinanter AAV-Vektoren zur Expression des p-
OR

Fiir eine nicht-toxische in vivo Applikation werden rAAV-Vektoren iiber eine lodixanol-
Dichtegradientenzentrifugation mit anschlieBender Heparin-Agarose-Affinitéts-
chromatographie (fiir Serotyp 2 Vektoren) aufgereingt (Zolotukhin ef al., 1999). Dieses
Aufreinigungsverfahren liefert konzentrierte, hochreine Vektoren, die erfolgreich fiir eine
stabile Langzeitexpression in tierexperimentellen, aber auch ersten klinischen Studien
eingesetzt werden konnen. In dieser Arbeit wurden ebenfalls solch hochaufgereinigte rAAV-
Stocks hergestellt (s. 3.2.8), die nach Bestimmung der Virustiter in der Light Cycler
gestiitzten quantitativen PCR, auf ihre Funktionalitit beziiglich der Transgenexpression
zunichst in Zellkultur ausgetestet wurden. Hierzu wurden HeLa Zellen in aufsteigenden
MOIs mit den rAAV-GFP- und rAAV-pOR-Vektoren UF5 (CMV-) bzw. UF11 (CBA-
Promotor) infiziert. Es wurden Doppelansidtze durchgefiihrt, wobei ein Ansatz mit Ad2 in
einer MOI von 50 iiberinfiziert wurde. Es folgte eine Western-Blot-Analyse mit einem
monoklonalen anti-Flag bzw. einem polyklonalen anti-GFP Primédrantikdrper und Peroxidase-
gekoppelten Sekundirantikdrpern. Da keine Aktivitdt des neuronenspezifischen NSE-
Promotors in HeLa Zellen zu erwarten war, wurde das rAAV-NSE-Konstrukt in diesen
Versuchen nicht eingesetzt. Wie in Abb. 4.5 dargestellt, konnte fiir die GFP-Vektoren eine
Expression iiber den gesamten getesteten Bereich der MOIs von ca. 1,5 x 10 bis 2.4 x 10°
Genomischen Partikeln pro Zelle (GP/c) nachgewiesen werden. Da sowohl fiir das Konstrukt
UF5-GFP (CMV-) als auch fir UF11-GFP (CBA-Promotor) die Expressionsstirke mit

zunehmender MOI eher ab- als zunahm, ist von einem Sattigungseffekt bereits bei niedrigen
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Konzentrationen auszugehen. Durch die Uberinfektion mit Adenovirus konnte eine
geringfiigige Verstirkung der Expression induziert werden. Die Flag-uOR Expression war
schwieriger nachweisbar und wurde im Western-Blot erst bei Uberinfektion mit Ad2 deutlich
sichtbar. Die Infektion von etwa 1 x 10° physikalischen Viruspartikeln pro Zelle lieferte fiir
beide Konstrukte das beste Expressionssignal. Der Vektor UF5-puOR (CMV-Promotor) wies
dabei mit steigenden MOIs auch ein stirker werdendes Expressionssignal auf. Fiir den Vektor
UF11-pOR (CBA-Promotor) nahm die Signalstirke zunichst auch zu, bis im Bereich einer
MOI von ca. 1 x 10° das Optimum erreicht wurde. Bei noch héheren MOIs nahm die
Signalstirke hingegen wieder ab. Dieser Sittigungseffekt ist moglicherweise durch

zelltoxische Effekte der Uberexpression des pOR bedingt.
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Abb. 4.5: GFP- und Flag-nOR-Expressionsanalyse nach Infektion von HeLa Zellen mit

hochgereinigten rAAV-Vektorpriparationen

HeLa Zellen wurden mit den rAAV-GFP- und den rAAV-pOR-Vektoren UF5 (CMV-) bzw. UF11
(CBA-Promotor) in aufsteigenden MOIs transduziert (A+C). In einem zweiten Ansatz wurde mit
Adenovirus vom Typ 2 (MOI 50) iiberinfiziert (B+D). Es folgte eine Western-Blot-Analyse mit
einem polyklonalen GFP Primirantikérper und einem monoklonalen anti-Flag Primérantikérper und

Peroxidase-markierten Sekundérantikdrpern.
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4.2 Etablierung eines neuronalen Zellsystems zur Uberpriifung
neuronenspezifischer Aktivitit der rAAV-Konstrukte

4.2.1 rAAV vermittelte Transgenexpression in einer humanen Neuroblastomzelllinie

Zur Untersuchung der Eignung der verschiedenen Konstrukte fiir die Infektion neuronaler
Zellen wurde die von humanen Neuroblastomzellen abgeleitete permanente Zelllinie SH-
SYSY eingesetzt, die freundlicherweise von C. Zollner (Klinik fiir Andsthesie, CBF, Charité
Berlin) zur Verfiigung gestellt wurde. Es wurden sowohl die rAAV-Vektoren (UF5-, UF11-
und NSE-) zur Expression von GFP, als auch die zur Expression von Flag-uOR eingesetzt.
Die GFP-Expression wurde mit einem polyklonalen anti-GFP Antikorper, die Flag-uOR
Expression mit einem monoklonalen anti-Flag Antikdrper nachgewiesen. Peroxidase-
gekoppelte Sekunddrantikorper dienten dem Nachweis der Expression. Da die NSE-Promotor
getriebene Transgenexpression weder in HeLa, noch in 293-T Zellen nachweisbar war, sollte
in den SH-SYSY insbesondere diese iiberpriift werden. Weiterhin sollten erste Hinweise zum

Vergleich der Aktivitét der drei Promotoren in einer neuronalen Zelllinie gewonnen werden.
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Abb. 4.6: rAAV-vermittelte GFP-Expression in humanen Neuroblastomzellen

Die humane Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y wurde mit gereinigten rAAV-Vektoren

UF5- (CMV-), UF11- (CBA-) und NSE-GFP (NSE-Promotor) infiziert.

A) Infektion mit zwei unterschiedlichen MOlIs der jeweiligen rAAV-Vektoren

B) Zusitzliche Uberinfektion mit Adenovirus vom Typ 2 (MOI 50) bei der hoheren Konzentration
der rAAVs aus (A). Die GFP-Expression wurde mit einem polyklonalen GFP-Antikérper und
einem Peroxidase-gekoppelten Sekundirantikdrper mittels ECL-Reaktion detektiert.

Wie in Abb. 4.6 anhand der GFP-Expression dargestellt, erwiesen sich die SH-SYS5Y Zellen
als ungeeignet fiir den Nachweis der Aktivitit des NSE-Promotors. Nach Infektion der
rAAVs in unterschiedlichen MOIs (von 2 x 10° bis 1 x 10*) war in den Western-Blot-

Analysen keine Expression nachweisbar, wihrend fiir die Konstrukte UF5 und UF11 mit
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CMV- bzw. CBA-Promotor eine GFP-Expression nachgewiesen werden konnte. Diese
Ergebnisse fiihrten zu der Annahme, dass der NSE-Promotor auch in Neuronen nicht
uneingeschrankt aktiv ist. Wahrscheinlich ist die Aktivitdt, wie auch im Zusammenhang mit
adenoviralen Vektoren beschriecben (Navarro et al., 1999), auf differenzierte Neuronen
beschrinkt. Die Expression von Flag-uOR liel sich fiir keines der drei Konstrukte
zweifelsfrei detektieren. Somit verstirkte auch die insgesamt sehr schwache Expression des
Flag-getaggten-uOR in dieser Zelllinie die Notwendigkeit weitere neuronale Zelllinien

auszutesten.

4.2.2 Die Hybridom-Zellen F11

FI11 ist eine Hybrid-Zelllinie aus Neuroblastomzellen der Maus (N18T62) und
Hinterwurzelganglienzellen (DRG-Neuronen) der Ratte. F11 Zellen weisen einige
Eigenschaften differenzierter Neurone, insbesondere von DRG-Neuronen, auf. Sie gleichen
diesen durch das Vorhandensein von p- und 8-Opioid- (Fan et al., 1992), Prostaglandin- und
Bradykininrezeptoren auf der Zelloberfldche. Weiterhin schiitten F11 Zellen als neuronales
Merkmal einen Substanz P dhnlichen Transmitter aus (Francel et al., 1987). Ein Vorteil dieser
Zellen ist die Induzierbarkeit der Differenzierung durch NGF und db-cAMP (Francel ef al.,
1987; Hwang do et al., 2008), wodurch die Aktivitit des NSE-Promotors in ausdifferenzierten
neuronalen Zellen untersucht werden konnte. Abb. 4.7 zeigt undifferenzierte (A) und nach 4
Tagen maximal differenzierte F11 Zellen (B). Unter normalen Wachstumsbedingungen bilden
die F11 Zellen kurze Neuriten-dhnliche Ausldufer aus (Abb.4.7 A). Im Zustand maximaler
Differenzierung weisen die F11 Zellen die Morphologie neuronaler Zellen auf. Die
Ausbildung langer Neuriten geht mit einer Reduktion der Zellteilungsrate einher. Die F11
Zellen wurden freundlicherweise von E. Guhl (Arbeitsgruppe Prof. Cathomen, im Hause) zur
Verfiigung gestellt.

A B Abb. 4.7: Differenzierung von
F11 Zellen durch Gabe von
db-cAMP und NGF

A: Undifferenzierte F11 Zellen
B: F11 Zellen wurden durch
Zugabe von db-cAMP
(0,5mM) und NGF (50ng/ml)
zur Differenzierung angeregt.
Nach 4 Tagen wurde eine
maximale Differenzierung der

Zellen durch Ausbildung langer
Nervenausldufer und einer

F11 undifferenziert F11 differenziert deutlichen Wachstums-
verlangsamung beobachtet.
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4.2.3 Aktivititsuntersuchungen der drei Promotoren nach Transfektion von F11 Zellen
in Abhiingigkeit vom Differenzierungszustand

Zunidchst wurde die Differenzierungs-abhingige Expression der verwendeten Promotoren
nach Transfektion von F11 Zellen iberpriift. Hierzu wurden die Zellen mit den AAV-
Plasmidkonstrukten pTR-UF5- (CMV-Promotor), -UF11- (CBA-Promotor) und -NSE-pOR
(NSE-Promotor) zur Expression des Flag-uOR und den entsprechenden GFP-
Markergenkonstrukten transfiziert und einer Western-Blot-Analyse unterzogen. Die
Immundetektion wurde fiir das GFP-Protein mit dem polyklonalen anti-GFP Antikdrper und
fiir den Flag-pOR mit dem monoklonalen anti-Flag Antikorper durchgefiihrt. Peroxidase-
gekoppelte Sekundérantikorper dienten der Sichtbarmachung der Reaktion. In den
undifferenzierten F11 Zellen konnte weiterhin mit keinem der beiden Transgene eine
Aktivitit des NSE-Promotors nachgewiesen werden (Abb. 4.8, A+B). In einem zweiten
Ansatz wurde 24 h nach Transfektion die Differenzierung der F11 Zellen induziert (Hwang
do et al., 2008). Nach 4-tdgiger Inkubation der Zellen in Differenzierungsmedium wurden
Proteinextrakte fiir die Western-Blot-Analyse gewonnen. Wie in Abb. 4.8 C+D zu erkennen
ist, konnte dabei nach Differenzierung erstmals eine Aktivitit des verwendeten NSE-
Promotors nachgewiesen werden. Sowohl fiir das NSE-GFP- als auch das NSE-pOR-
Konstrukt konnte die korrekte Expression des entsprechenden Transgens in der Western-Blot-
Analyse detektiert werden. Beim Vergleich aller drei Promotoren ist die starke Aktivitét des
CBA-Promotors hervorzuheben, wihrend der CMV-Promotor deutlich schwicher aktiv ist als

in nicht-neuronalen Zellen.
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Abb. 4.8: Aktivititsuntersuchungen der verwendeten Promotoren in undifferenzierten und

differenzierten F11 Zellen

F11 Zellen wurden mit den AAV-basierten Plasmiden pTR-UF5- (CMV-), -UF11 (CBA-) und -NSE
(NSE-Promotor) zur Expression des Flag-pOR und des GFP-Markergenkonstruktes transfiziert.
A+B) Western Blot Analyse ohne Differenzierung der F11 Zellen: 48 h nach Transfektion wurden
Proteinextrakte fiir eine Western-Blot-Detektion hergestellt. Die Expression des Flag-pOR wurde mit
einem monoklonalen anti-Flag Primérantikorper und einem Peroxidase-gekoppelten Zweitantikorper
nachgewiesen (A+C). Die GFP-Expression wurde mit einem polyklonalen GFP Primérantikdrper
und einem Peroxidase-gekoppelten Sekundérantikorper detektiert (B+D).
C+D) Western Blot Analyse nach Differenzierung der F11 Zellen: 24 h nach Transfektion wurde die
Differenzierung der Zellen induziert. Am fiinften Tag wurden Proteinextrakte hergestellt und einer

Western-Blot-Analyse unterzogen.
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4.2.4 Infektion von F11 Zellen durch rAAV-Vektoren

Um das NSE-Promotor getriebene rAAV-Konstrukt austesten und die verschiedenen rAAV-
Vektoren in differenzierten F11 Zellen miteinander vergleichen zu kénnen, musste zunéchst
die Frage gekldrt werden, ob F11 Zellen sich prinizipiell durch rAAV-2 Vektoren infizieren
lassen. Dieses wurde tiber die Infektion von rAAV-haltigen Frier-Tau-Medientiiberstdnden mit
dem GFP-Reportergen untersucht. Hierbei wurden 2 Versuchsansitze durchgefiihrt. Zum
Einen wurden F11 Zellen zunichst differenziert (3 Tage lang), um im Anschluss mit rAAV-
Virusiiberstanden (200 pl pro Vertiefung einer 6 well-Platte) infiziert zu werden (7 Tage
Infektionsdauer). Im alternativen Versuchsansatz wurden die F11 Zellen zunichst mit den
Virusiiberstanden (200 pl pro Vertiefung einer 6 well-Platte) infiziert (4 Tage Infektions-
dauer) und dann die Differenzierung induziert (4 Tage lang). Zum ersten Ansatz stellte sich
im Vorfeld die Frage, ob es nach Infektion differenzierter F11 Zellen tatséchlich zu einer
nachweisbaren Expression des Markergens kommen wiirde. Eine Voraussetzung fiir die
Transgen-Expression bei Einzelstrang-DNA-Vektoren ist die Zweitstrangsynthese, die vor
allem in der S-Phase des Zellzyklus durch zellulire DNA-Replikations- und Reparatur-
Enzyme vermittelt wird. In differenzierten, ruhenden Zellen sind diese weitaus weniger
abundant als in schnell proliferierenden, undifferenzierten Zellen. Im zweiten Ansatz, bei
welchem der Infektionsschritt mit den undifferenzierten Neuronen durchgefiihrt wurde, sollte
die Zweitstrangsynthese also nicht so stark eingeschrankt sein, der NSE-Promotor vermutlich
aber auch nicht so stark aktiv. Beim Ansatz 1 wurde nach Ablauf der insgesamt 10-tdgigen
Inkubationsperiode zunichst eine fluoreszenzmikroskopische Analyse durchgefiihrt. Im
Anschluss wurden Proteinextrakte flir eine Western-Blot-Detektion des GFP-Proteins
hergestellt. Dieses wurde mit einem anti-GFP Antikorper und einem Peroxidase-markierten
Zweitantikorper nachgewiesen. Der fluoreszenzmikroskopischen Analyse zufolge fiihrte das
Konstrukt UF11 mit CBA-Promotor in etwa 50% der Zellen zu einer GFP-Expression, das
Konstrukt UF5 mit CMV-Promotor hingegen fiihrte nur in ca. 5 % der Zellen zu einer
detektierbaren GFP-Expression (s. Abb. 4.9 A). Mit dem NSE- war der Prozentsatz positiver
Zellen (ca. 10%) zwar hoher als mit dem UF5-Konstrukt, allerdings war das Signal auf
Einzelzellebene sehr schwach, was im Western-Blot zu einem schwécheren Signal als fiir
UF5-GFP fiihrte (s. Abb. 4.9 B). Ansatz 2 konnte aufgrund des sehr schwachen
Expressionsniveaus ausschlieflich unter dem Fluoreszenzmikroskop beurteilt werden. Hierbei
fuhrte das Konstrukt mit CMV-Promotor zur Infektion von maximal 10% der Zellen, das

Konstrukt mit CBA-Promotor zur Infektion von ca. 30% der Zellen. Fiir das NSE-Konstrukt
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waren nur vereinzelt fluoreszierende Zellen zu erkennen (ohne Abbildung). Die insgesamt
stirkere GFP-Expression im ersten Ansatz ist vermutlich auch auf die 3 Tage léngere
Infektionsdauer zuriickzufithren. Grundsétzlich konnte eine Infektion sowohl differenzierter
als auch undifferenzierter F11 Zellen mit rAAV-GFP Markergen-Vektoren nachgewiesen
werden, allerdings auf einem sehr schwachen Expressionsniveau. Dies galt insbesondere fiir
die Konstrukte mit CMV- (UF5) und NSE-Promotor. Der CBA-Promotor (UF11) eignet sich
noch am ehesten fiir die Infektion der neuronalen F11 Zelllinie, sowohl im differenzierten als
auch im undifferenzierten Zustand. In einem dritten Versuchsansatz wurden zunéchst 3 Tage
lang differenzierte F11 Zellen mit den rAAVs und Adenovirus vom Subtyp 2 (MOI 50) zur
Verstirkung der Expression koinfiziert. Nach weiteren 3 Tagen wurden Proteinextrakte fiir
eine Western-Analyse gewonnen. In Abb. 4.9 C ist der Effekt der Ad2 Uberinfektion
dargestellt. Trotz eines deutlich zythopathischen Effektes der Ad2 Uberinfektion, der sich in
einer lichtmikroskopisch nachweisbaren Abrundung und Ablosung der F11 Zellen &uferte,
konnten transaktivierende Effekte nachgewiesen werden. Wéhrend vorrangig die CMV- und
mit Einschrinkungen auch die CBA-Promotor vermittelte Expression von GFP zunahmen,
blieb ein transaktivierender Einfluss der Ad2 Uberinfektion auf den NSE-Promotor aus.
Vielmehr kann eher von einem repressiven Effekt auf die Aktivitdt des Neuronen spezifischen
Promotors ausgegangen werden, da in der Fluoreszenzmikroskopie nur noch sehr vereinzelt
GFP-exprimierende Zellen detektiert werden konnten und die Genexpression auf ein im

Western-Blot nicht mehr nachweisbares Niveau sank (vgl. Abb. 4.9 B und C).

rAAV-GFP Tag 4 der Infektion Tag 7 der Infektion

UF5

UF11

NSE

Lichtmikroskopie Fluoreszenzmikroskopie Lichtmikroskopie Fluoreszenzmikroskopie
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Abb. 4.9: Infektion von differenzierten F11 Zellen mit rAAV-Uberstinden

F11 Zellen wurden zunéchst drei Tage in Differenzierungsmedium inkubiert und anschlieend mit den
rAAV-haltigen Frier-Tau-Medieniiberstdnden infiziert.

A) Die GFP-Markergenexpression wurde iiber einen Zeitraum von 7 Tagen nach Infektion unter einem
inversen Fluoreszenzmikroskop dokumentiert.

B) Nach Ablauf der 7-tdgigen Inkubationsperiode wurden Proteinextrakte fiir eine Western-Blot-
Detektion des infizierten Markergens GFP hergestellt, das mit einem polyklonalen GFP
Primérantikorper und einem Peroxidase-gekoppelten Sekundérantikorper detektiert wurde.

C) Die Zellen wurden wie vorher differenziert und mit rAAV-Uberstinden infiziert. Zur Induktion der
Zweitstrangsynthese und zur Verstirkung der Transgenexpression wurde zusétzlich mit Adenovirus
vom Subtyp 2 (MOI 50) iiberinfiziert. Die Immundetektion erfolgte wie bei (B) beschrieben.

Nachdem die Vorversuche mit GFP bereits ein sehr schwaches Expressionsniveau in den F11
Zellen im Vergleich zu HeLa Zellen gezeigt hatten, musste davon ausgegangen werden, dass
die Expression von Flag-pOR nach rAAV-Infektion der F11 Zellen unterhalb des
Detektionslimits lag. Dies vor allem vor dem Hintergrund, dass sich in den Versuchen mit
HeLa Zellen bereits groBBe Differenzen in der Nachweisbarkeit von GFP- und Flag-pOR
zugunsten der GFP-Expression gezeigt hatten. In einem Versuchsansatz, bei dem die rAAV-
Konstrukte UF5, UF11 und NSE in einer MOI von 1 x 10* und das NSE-Konstrukt zusitzlich
in MOIs von 2 x 10* und 1 x 10’ infiziert und anschlieBend 4 Tage lang differenziert wurden,
konnte, wie vermutet, keine Flag-uOR-Expression detektiert werden. Auch in einem Ansatz
ohne Induktion der Differenzierung konnte die Flag-uOR Expression fiir keines der drei
Konstrukte detektiert werden. Weiterhin fiithrte auch eine Koinfektion mit Ad2 zu keinem
ausreichend hohen Expressionslevel fiir eine Detektion in der Western-Analyse, zumal dieser
Tool zur Expressionsverstirkung im Zusammenhang mit dem NSE-Konstrukt ohnehin nicht
genutzt werde konnte, weil sich gezeigt hatte, dass der NSE-Promotor, vermutlich aufgrund
fehlender TATA-Box, im Gegensatz zu CMV- und CBA-Promotor nicht von Ad2
transaktiviert wurde. Aufgrund der Transfektionsdaten und der nachgewiesenen GFP-
Expression nach Infektion kann auch von einer Expression des Flag-pOR in den F11 Zellen
ausgegangen werden, allerdings deutet alles auf ein fiir den Western-Blot-Nachweis zu

schwaches Expressionsniveau hin.
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4.3 Selbstkomplementire rAAV-Vektoren zur optimierten Expression des Flag-
pOR

Im zweiten Teil der Arbeit sollte ein selbstkomplementérer (sc) rAAV-Vektor zur Expression
des Flag-pOR generiert werden, welcher im Gegensatz zu den einzelstringigen Vektoren
bereits in einer transkriptionskompetenten Form vorliegen wiirde. Bei den einzelstrangigen
rAAV Vektoren ist der limitierende Faktor fiir die Expression eines Transgens die S-Phase
abhéngige Synthese des komplementéren DNA-Strangs nach der Transduktion. Dafiir sind die
Vektoren auf den zelluldren Replikationsapparat angewiesen. Gerade in ruhenden Zellen, wie
Neuronen, kann sich dadurch der Beginn der Transgenexpression erheblich verzogern, so dass
die maximale Genexpression erst nach Tagen bis Wochen die Plateauphase erreicht. Dieses
Problem der verzogerten Expressionskinetik kann durch Verwendung selbstkomplementérer
(sc) AAV-Vektoren umgangen werden. Diese verpacken bevorzugt doppelstringige Genome,
welche sofort nach Infektion der Vektoren exprimiert werden konnen (Heilbronn & Weger,
2010). Verschiedene Studien der letzten Jahre konnten zeigen, dass hierbei nicht nur eine
schnellere Kinetik, sondern auch eine hdhere maximale Transgenexpression gegeniiber
einzelstrangigen Vektoren sowohl in vitro als auch in vivo resultiert (McCarty ef al., 2001 and
2003; Wang et al., 2003). Diese vorteilhaften Eigenschaften von sc-AAVs sollten fiir die
Expression des Flag-pOR genutzt werden. Der Nachteil ist, dass die Verpackungskapazitit
der sc-AAV-Vektoren gegeniiber normalen AAV-Vektoren noch weiter reduziert ist,
insgesamt diirfen sie zwischen den beiden ITRs maximal 2200 Basenpaare enthalten (Abb.
1.4. ss- vs. sc-AAVs). Dies hatte zur Folge, dass aufgrund der GroBe von den vorher
verwendeten Promotoren ausschlieBlich der CMV-Promotor zur Regulierung der

Genexpression eingesetzt werden konnte.

4.3.1 Klonierung von Plasmidkonstrukten zur Generierung selbstkomplementirer
rAAV-Vektoren

Hierzu wurde das Plasmidkonstrukt pd-CMV-pOR-dSA/SD (s. 2.7) von Dr. Stefan Weger zur
Verfiigung gestellt, welches die Flag-uOR Expressionskassette unter Kontrolle des CMV-
Promotors enthielt. Eine Deletion in der ,,terminal resolution site* des linken ITR fithrt dabei
zur Verpackung von sc-AAV-Vektoren, wenn die Sequenzen zwischen den ITRs eine
Gesamtldnge von 2,2 kbp nicht iiberschreiten. Aufgrund von Schwierigkeiten bei der
Verpackung dieses Konstruktes im rAAV-Kontext wurden im Verlauf weitere

Umklonierungen erforderlich, die im Folgenden dargestellt sind.
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Ausgehend von dem Vektorkonstrukt pD-CMV-Red, welches das DsRed-Gen unter der
Kontrolle eines CMV-Promotors enthielt und ebenfalls eine Deletion im linken ITR fiir die
Generierung von sc-tAAV-Vektoren trug, wurden die Plasmide pD-pOR-N2 und pD-pOR-
N3, generiert. Fiir die Generierung von pD-pOR-N2 wurde die DsRed-Sequenz mit den
Restriktionsenzymen Notl und Sall ausgeschnitten und durch die Flag-uOR cDNA aus dem
Konstrukt pD-CMV-uOR (s. 2.7), die nach einer Subklonierung im Bluescript II SK+ Vektor
mit den Restriktionsschnittstellen Notl und Sall flankiert war, ersetzt. Fiir die Klonierung von
pD-uOR-N3 wurde die DsRed-Sequenz inklusive der SV40 SD, SA Site mit den
Restriktionsenzymen Xbal und Sall ausgeschnitten und durch die Flag-pOR cDNA, die mit
den gleichen Restriktionsschnittstellen flankiert war, ersetzt. Die Sequenz zwischen den ITRs
ist im N2-Konstrukt ca. 2,2 kbp lang, fiir das N3-Konstrukt konnte sie durch die Deletion der
SD/SA-Site um ca. 200 bp reduziert werden. Die drei verwendeten Plasmidkonstrukte (pD-
CMV-uOR-dSA/SD, pD-pOR-N2, pD-pOR-N3) zur Generierung sc-rAAV-Vektoren
enthalten alle den Flag-pOR unter der Kontrolle des CMV-Promotors (s.Abb. 4.10).

-pD-pOR-N2 -pD-CMV-pOR-dSA/SD

(2276 bp) (2080 bp)
-pD-§OR-N3

(2096 bp)

Abb. 4.10: Flag-nOR Plasmide zur Generierung selbstkomplementiirer rAAV-Konstrukte
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4.3.2 Generierung selbstkomplementirer rAAVs

Als erstes Ausgangskonstrukt fiir die Generierung von sc-rAAV-Vektoren wurde das Plasmid
pD-CMV-uOR-dSA/SD verwendet. Dieses wurde wie im Methodenteil beschrieben als
rAAV Serotyp 2 Vektor in einem GroBansatz verpackt und iiber Frier-Tau-Lyse/Benzonase,
Iodixanol-Gradient und Heparin-Agarose Affinititschromatographie hochgereinigt. Dabei
wurden jedoch in mehreren Ansétzen nur physikalische Vektortiter erreicht, welche mehrere
10-log Stufen unter den mit anderen dimerischen Vektorkonstrukten erreichten Titern lagen.
Wihrend mit anderen Vektoren Titer im Bereich von 10'" bis 10" genomischen Partikeln/ml
(GP/ml) gemessen wurden, lagen diese fiir die dimerischen Flag-pOR Vektoren unterhalb von
10° GP /ml. Das Plasmidkonstrukt wurde auf Unversehrtheit des rechten ITR durch einen
Restriktionsenzymverdau mit Pstl/Sphl untersucht. Hierbei konnte der vollstdndige ITR nicht
eindeutig nachgewiesen werden. Daher wurde die isolierte Flag-pOR-Kassette mit zwei
alternativen Klonierungsstrategien wie unter 4.3.1 beschrieben nochmals in einen dimerischen
AAV-Vektor mit nachweisbar intakten ITRs umkloniert. Der verwendete Ausgangsvektor mit
dem DsRed-Markergen fiihrte in Verpackungsansdtzen zu einer hohen Ausbeute an
rekombinanten Viruspartikeln. Das Konstrukt pOR-N2 konnte einmalig mit einem Titer von
1,2x10"° GP/ml verpackt werden, allerdings konnte in mehrfach durchgefiihrten
Infektionsversuchen keine Expression des Flag-uOR gezeigt werden (siche 4.3.5). Eine
mogliche Ursache fiir die relativ schlechte Verpackung des pOR-N2-Konstruktes war die fiir
die Verpackung als Dimer grenzwertige GroB3e von 2,2 kbp im Bereich zwischen den ITRs.
Daher wurde das im Bereich zwischen den AAV-ITRs durch das Fehlen der SV40 Splice-
Donor/Akzeptor-Sequenz um 200 bp verkiirzte Konstrukt pOR-N3 ebenfalls in Standard
Verpackungsansitze fiir die Generierung von Serotyp 2 Vektoren eingesetzt. Trotz intakter
ITRs und einer eigentlich unproblematischen Gréfle von 2 kbp zwischen den ITRs konnten

auch hier nur Virustiter von maximal 1,2 x 10'° Gp/ml erreicht werden.

4.3.3 Expressionsanalysen nach Plasmidtransfektion und Infektion sc-rAAV-Vektoren

In Abb. 4.11 sind Western-Blot-Analysen nach Transfektion von HeLa Zellen mit den Flag-
pOR-Plasmidkonstrukte fiir sc-rAAVs sowie nach Infektion von HelLa Zellen mit den
eigentlichen rekombinanten Viren dargestellt. Ein sc-AAV-Verpackungsplasmid mit dem
GFP-Markergen und die entsprechenden rekombinanten Viruspartikel wurden als Kontrollen
eingesetzt. Die Immundetektion erfolgte mit einem monoklonalen anti-Flag bzw. einem

polyklonalen anti-GFP Primérantikorper und Peroxidase-markierten Sekundérantikdrpern.
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Nach Transfektion der AAV-basierten Plasmidkonstrukte konnte die Expression des Flag-
pOR fiir alle drei Konstrukte (pD-CMV-pOR-dSA/SD, pD-pOR-N2 und pD-pOR-N3) und
die GFP-Expression des als Kontrolle mitgefiihrten Plasmids pD-trs-GFP eindeutig
nachgewiesen werden. Nach Verpackung in sc-rAAVs und anschlieBender Infektion ist die
GFP-Expression flir rAAV-trs-GFP weiterhin gut detektierbar, die des Flag-uOR jedoch fiir
keines der drei untersuchten Konstrukte (rAAV-CMV-pOR-dSA/SD, -uOR-N2 und -pOR-
N3). Hierbei wurden in verschiedenen Versuchen sowohl Frier-Tau-Medieniiberstdnde als
auch aufgereinigte Vektorpriparationen (bis zu 5x10° GP/Zelle) der Flag-pOR-
Vektorkonstrukte eingesetzt. Fiir den in Abb. 4.11 gezeigten Versuch wurden 200 pl der
jeweiligen rAAV-Frier-Tau-Medieniiberstinde auf je eine Vertiefung einer 6-well-Platte
eingesetzt. Zur Detektion des Transgens iiber den aminoterminalen Flag-Tag wurden die
identischen Antikorper wie in den Transfektionsversuchen eingesetzt. Die drei untersuchten
Plasmidkonstrukte zur Expression des Flag-uOR und das Plasmidkonstrukt zur GFP-
Expression waren funktionell und fiihrten zu einer deutlich nachweisbaren
Transgenexpression in der Western-Blot-Analyse. Alle Plasmide tragen eine Deletion in
einem der ITRs, wodurch doppelstringige rAAV-Genome verpackt werden sollten. Nach der
Verpackung war eine Transgenexpression fiir das rAAV-GFP Konstrukt nachweisbar.
Hingegen konnte fiir die sc-rAAV-Flag-uOR Konstrukte keine Transgenexpression gezeigt

werden. Ein Grund fiir die fehlende Nachweisbarkeit der Flag-uOR Expression nach Infektion
der sc-rAAV-Konstrukte in verschiedenen Versuchsanséitzen konnte gewesen sein, dass zu
geringe Virusmengen eingesetzt wurden. Die geringen Infektionsmultiplizititen (MOI)
konnten jedoch bedingt durch die niedrigen Titer der Virusprdparationen nicht weiter

gesteigert werden.
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Abb. 4.11: Vergleich der Transgenexpression nach Transfektion von AAV Dimerplasmiden
und Infektion der entsprechenden dimerischen, selbstkomplementiiren (sc) rAAV-Vektoren.

A) Transfektion von HeLa Zellen mit den Verpackungskonstrukten pD-CMV-pOR-dSA/SD, -pOR-
N2 und -pOR-N3 fiir die Herstellung selbstkomplementérer rAAV-uOR-Vektoren. Alle drei
Konstrukte zeigen eine korrekte Flag-uOR-Expression in der Western-Blot-Detektion mit einem
monoklonalen Maus anti-Flag Primédrantikdrper und einem Peroxidase-gekoppelten Zweitantikorper.

B) Nach Verpackung der Konstrukte in rAAV-Vektoren wurden HeLa Zellen mit den
selbstkomplemetéiren rAAVs infiziert. Die Expression des Flag-uOR konnte nicht detektiert werden.

C+D) Zum Vergleich ist die GFP-Expression nach C) Transfektion des Plasmidkonstruktes pD-trs-
GFP fiir die Herstellung eines selbstkomplementéren, rekombinanten AAV-GFP-Vektors und D) die
Infektion des entsprechend verpackten, selbstkomplementdren rAAV Vektors, dargestellt. Die GFP-
Expression konnte sowohl nach Transfektion als auch nach Infektion mittels eines polyklonalen
GFP-Primér- und eines Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikdrpers detektiert werden.
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4.3.4 Uberinfektion mit Ad2 zur Verstirkung der Flag-nOR Expression der sc-rAAV
Vektoren

Nachdem es in verschiedenen Ansidtzen nicht gelungen war, die Expression des Flag u-OR
nach Infektion der sc-rAAV-Vektoren nachzuweisen, wurden die Versuche unter zusétzlicher
Uberinfektion der Zellen mit Adenovirus vom Subtyp 2 in einer MOI von 50 wiederholt. In
den vorangegangenen Versuchen mit den monomerischen (einzelstringigen) Vektoren hatte
sich gezeigt (s. Abschnitt 4.1.4.), dass der verstirkende Einfluss von Ad2 auf das
Expressionsniveau vorrangig auf der Ebene der Aktivierung des jeweiligen Promotors
vermittelt wurde, wobei der CMV-Promotor sich im Vergleich zu CBA- und NSE-Promotor
besonders stark aktivieren lieB. Da die Induktion der Zweitstrangsynthese eine eher
untergeordnete Rolle spielte, war anzunehmen, dass dieser Effekt auch bei den bereits
doppelstrangigen, selbstkomplementiren Vektoren wirksam sein sollte. 48 h nach
Koinfektion der rAAV-Vektoren und Ad2 wurden Proteinextrakte hergestellt und einer
Western-Blot-Analyse unterzogen, die Immundetektion erfolgte mit einem monoklonalen
anti-Flag Antikdrper und einem Peroxidase-gekoppelten Zweitantikdrper. Tatséchlich konnte
ein schwaches, aber reproduzierbares Signal fiir das rAAV-uOR-N3 Konstrukt, das aufgrund
geringer Titer der Vektorpriparation in einer sehr niedrigen MOI von 150 eingesetzt wurde,
detektiert werden (s. Abb. 4.12). Fiir die anderen zwei Konstrukte (MOI 2200) konnte
hingegen keine Transgenexpression nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis zeigte, dass die
Flag-uOR-Expressionskassette in einen selbstkomplementdren rAAV-Vektor (LOR-N3)
verpackt werden konnte, der prinzipiell in der Lage ist, den Rezeptor nach Infektion zu

exprimieren.

Abb. 4.12: Infektion von HeLa Zellen mit
selbstkomplementiiren rAAVs zur Flag-pOR

,\"Q Expression mit Uberinfektion von Adenovirus
4 vom Subtyp 2

260 — ]_Flag_HOR Transgenexpression mit Adenovirus vom Subtyp 2

HeLa Zellen wurden mit den selbstkomplementiren
rAAV Vektoren CMV-pOR-dSA/SD, nOR-N2 und
LOR-N3 infiziert und zur Verstitkung der

(MOI 50) f{iberinfiziert. Von rAAV-CMV-uOR-
135 — dSA/SD und -uOR-N2 wurden etwa 2200, von
rAAV-pOR-N3 150 genomische Partikel pro Zelle

1 2 3 4

anti-Flag-M2

eingesetzt. Nach 48 h wurden Proteinextrakte fiir
eine Western-Blot-Detektion des infizierten Flag-

LOR hergestellt, der mit einem monoklonalen anti-
Flag Primirantikdrper und einem Peroxidase-

gekoppelten Zweitantikdrper nachgewiesen wurde.
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4.4 Optimierung der Verpackung der selbstkomplementiren rAAV-pOR-
Vektoren

4.4.1 Transiente Runterregulation der pOR-Expression wihrend der Vektorverpackung

Aufgrund der wiederholt niedrigen Virustiter bei der Generierung der sc-rAAV Vektoren zur
Expression des Flag-uOR wurde die Moglichkeit diskutiert, ob eine starke Expression des pi-
Opioid-Rezeptors durch die Inhihition eines oder mehrerer Teilschritte wéhrend der
Verpackung die Ausbeute an rAAVs beeintrachtigt. Mogliche Ursachen fiir einen solchen
inhibitorischen Effekt wéren z.B. Interferenzen des u-OR mit den AAV-Proteinen oder den
adenoviralen Helferfunktionen. Die Inhibition der Produktion rekombinater AAVs durch das
wihrend der Virusproduktion exprimierte Transgen war in unserer Arbeitsgruppe mit einem
anderen Transmembranrezeptorprotein bereits beobachtet worden (Alexander Plauth,
personliche Mitteilung; Anne Miiller, Diplomarbeit). Bei diesem Transmembranrezeptor-

protein handelte es sich um die y2-Untereinheit des GABA-A Rezeptors, deren Expression
ebenfalls unter der Kontrolle des CMV-Promotors stand und deren zugehdriges
Verpackungsplasmid zunédchst mit einem Standardansatz nach Kotransfektion mit dem
Helferplasmid {iberhaupt nicht verpackt werden konnte. Da die y2 Transmembran-
Untereinheit (UE) mit GFP fusioniert vorlag, konnte durch Nutzung des Mechanismus der
RNA Interferenz mittels vorhandener sh-RNA-Vektoren, die gegen das GFP-Protein gerichtet
waren, auch die Expression der GABA-A y2-UE im Fusionsprotein runterreguliert und
wihrend der Verpackung selektiv inhibiert werden. Und tatsdchlich konnte mit einem
Dreifachtransfektionsansatz, der zusétzlich zum iiblichen Verpackungsansatz ein sh-RNA
Plasmid fiir den GFP-Knockdown enthielt, die Verpackung der Rezeptor-UE mit ausreichend
hohen Titern erreicht werden. Bei der Verpackung der Flag-upOR-Konstrukte in die
dimerischen rAAV-Vektoren konnte es zu einem &hnlichen Effekt kommen, aber
offensichtlich erst bei hoheren Expressionsraten des Rezeptors. Dies ist daran zu erkennen,
dass die monomerischen, einzelstringigen Vektoren erfolgreich verpackt werden konnten,
wihrend die Verpackung der dimerischen, selbstkomplementéiren rAAVs wiederholt zu sehr
niedrigen Titern an rekombinanten Viren fiihrte. In einem Parallelansatz zeigten die
Verpackungsplasmide fiir die Dimervektoren (pD-CMV-pOR-dSA/SD, -uOR-N2, -uOR-N3)
im Vergleich zu den Plasmiden fiir die Monomer-Vektoren (pTR-UF5-pOR und -UF11-pOR)
eine hohere Transgenexpression (ohne Abbildung), weshalb auch von einem hdheren
Expressionsniveau wéhrend der Verpackung ausgegangen werden kann. Weiterhin war im

Rahmen der Virusproduktion der rAAV-uOR-Monomer-Vektoren aufgefallen, dass der
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Virustiter fiir das rAAV-NSE-Konstrukt am hochsten, fiir das rAAV-CMV-Konstrukt am
niedrigsten, gewesen war. Auch dies deutete auf eine umgekehrte Korrelation zwischen
Transgenexpression wihrend der Verpackung und den zu erzielenden Virustitern hin. Denn
der neuronenspezifische NSE-Promotor ist, wie bereits gezeigt, in der Verpackungszelllinie
293-T kaum aktiv, wihrend der CMV-Promotor zu einer sehr starken Expression fiihrt Die
Verpackung des dritten Konstruktes mit dem CBA-Promotor lieferte Werte, die zwischen
denen mit NSE- und CMV-Promotor lagen, entsprechend der relativen Aktivititen der drei
Promotoren in 293-T Zellen. Vergleichende Untersuchungen der Genexpressionsrate durch
den CBA- hatten eine etwa halb so starke Expression in 293T-Zellen im Vergleich zum
CMV-Promotor gezeigt (Chung et al., 2002). Diese Beobachtungen stiitzten die Annahme,
dass eine starke Expression des pu-OR storend auf den effektiven Verpackungsablauf Einfluss
nehmen konnte. Da also eine Interferenz des p-OR mit AAV-Verpackungsproteinen oder
Helferfunktionen angenommen wurde, stellte sich die Frage, ob eine transiente
Runterregulation des Rezeptors wihrend der Vektorgenerierung einen positiven Effekt auf die
Verpackungseffizienz haben konnte. Eine Moglichkeit zur Inhibition der Rezeptorexpression

wihrend der Verpackung war eine transiente Expression interferierender RNA-Molekiile.

4.4.2 RNAI Interferenz (RNAIi)

RNA Interferenz (RNAi) wurde urspriinglich in Caenorhabditis elegans entdeckt und als
evolutiondr konservierter Mechanismus der Genabschaltung durch lange doppelstrangige (ds)
RNA Molekiile beschrieben (Fire et al., 1998). Seither spielt der RNAi Mechanismus eine
hervorragende Rolle fiir die funktionelle Analyse einzelner Gene, aber auch als therapeutische
Strategie zum ,Knockdown® krankheitsassozierter Gene (Leung & Whittaker, 2005).
Urspriinglich handelt es sich bei der RNAi um einen natiirlichen Abwehrmechanismus der
Zelle gegen Fremd-RNA, z.B. aus Viren. Sequenzspezifisches posttranskriptionelles gene
silencing durch ds-RNA Molekiile ist demnach ein weit verbreiteter Mechanismus, auch bei
Sdugern (Meister & Tuschl, 2004). In Sdugerzellen fiihren lange dSRNA Molekiile allerdings
zu unspezifischer Hemmung der Genexpression durch Induktion einer Interferon y Antwort
und durch Aktivierung der Protein Kinase R. Diese Abwehrmechanismen kdnnen aber durch
die Anwendung kurzer doppelstringiger ,,small interfering RNAs (si-RNAs) umgangen
werden. Diese si-RNA Effektormolekiile sind 21-22 Nukleotid (nt) lange ds-RNA Fragmente
mit charakteristischen 3’-Dinukleotidiiberhdngen und induzieren intrazelluldr eine Kaskade

biochemischer Folgereaktionen (Bernstein et al., 2001). Sie werden wie die endogen
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vorkommenden micro-RNAs von einer zytoplasmatischen Ribonuklease III, namens Dicer,
prozessiert. Anschliefend erfolgt der Einbau der si-RNAs in einen Multiproteinkomplex, dem
»RNA induced silencing complex® (RISC). Nach Denaturierung der doppelstringigen
Fragmente kann der mit dem RISC assoziierte antisense Strang der si-RNA spezifisch mit
einem entsprechenden messenger RNA (mRNA) Molekiil hybridisieren. Es folgt die
Degradierung der spezifisch erkannten mRNA durch die ,,Argonaute” Endonuklease des

RISC, wodurch keine Translation von dieser mRNA mehr erfolgt (Leung & Whittaker, 2005).

4.4.3 Expressionssyteme fiir ,,small interfering* (si)-RNA’s

Die si-RNA-Molekiile konnen entweder direkt durch Lipofektion, Elektroporation oder
Kopplung an Peptide in die Zelle gebracht werden oder alternativ in Plasmid basierte
Expressionssysteme eingebettet werden. Die Plasmidvektoren enthalten dabei RNA
Polymerase III Promotoren (H1 oder U6), die entweder sense und antisense Strang von
getrennten Promotoren exprimieren (Tandemtyp) oder zur Expression sogenannter ,,small
hairpin“ RNAs (sh-RNA) fithren (Haarnadeltyp). Bei Letzteren wird ein Transkript
synthetisiert, das beide komplementiren Stréinge der si-RNA {iiber eine kurze Schleife aus 5-9
nt miteinander verbindet. Durch Riickfaltung und Hybridisierung der komplementéren
Stringe kommt es zur Ausbildung der sh-RNA, die iiber die zytoplasmatische Ribonuklease
Dicer zur aktiven si-RNA prozessiert wird (s.Abb. 4.13). Siolas et al. konnten sogar zeigen,
dass sh-RNAs wirksamere Induktoren des RNAi Mechanismus sind als si-RNAs (Siolas et
al., 2005).

Abb. 4.13: Zytoplasmatische Prozessierung
der small hairpin RNA (sh-RNA) zur small
interfering RNA (si-RNA).

Nach Transfektion des sh-RNA
Plasmidvektors werden sense und antisense

C I ]

1

(_TIITI - siRNAhairpin Strang, verbunden durch eine, wenige
| Dicer Nukleotide lange, Schleife, als ein Molekiil
SPOSTrITIIIIIITIIT OM3 - giRNA duplex exprimiert, das eine Hairpinstruktur ausbildet.

3 _HO.U._LLLLLLLLLILL_ PO%5

Es erfolgt die Prozessierung durch die
zytoplasmatische =~ Nuklease  Dicer  zur
effektiven small interfering RNA (si-RNA).
Assoziiert mit dem ,,RNA induced silencing
complex‘ (RISC) erkennt der antisense Strang
der si-RNA spezifisch das passende mRNA
Molekiil, das durch Nukleaseaktivitit des
RISC schlieBlich degradiert wird.

4
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MRNA cleavage
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4.4.4 Entwicklung eines ,,small-hairpin®“ (sh)-RNA-Vektors zur Runterregulation der
ROR- Expression

In dieser Arbeit wurde zur Generierung von sh-RNA-Vektoren ein erstmalig von
Brummelkamp et al. beschriebenes pSuper Ausgangsplasmid verwendet, das den RNA
Polymerase III Promotor H1 zur Expression der sh-RNA enthilt (Brummelkamp ef al., 2002).
Die ,,Oligonukleotidsequenzen® fiir die Expression von sh-RNAs zur Runterregulation des p-
Opioid-Rezeptors wurden den Verdffentlichungen von Zhang ef al. (Zhang et al., 2009) und
Lasek et al. (Lasek et al., 2007) entnommen. Hierbei wurde die Sequenz aus letzterem Paper
nach einem Alignment bei der Datenbank NCBI durch einen Basenaustausch verdndert und
somit bezogen auf die in dieser Arbeit verwendeten Ratten-DNA-Sequenz des p-OR
optimiert. Fiir die Klonierung wurde das pSuper Ausgangsplasmid mit Bglll und Hind III
geschnitten und dephosphoryliert. 4 Oligonukleotide mit den entsprechenden Uberhingen
und den sense und antisense si-RNA Sequenzen wurden bei der Firma MWG bestellt,
anschlieBend gepaart und in den pSuper Vektor ligiert. Es wurden insgesamt drei Konstrukte
generiert, die durch den jeweiligen ,antisense” Strang die Flag-uOR mRNA an drei
unterschiedlichen Stellen erkennen und degradieren sollten. In Abb. 4.14 sind die

Zielsequenzen der unterschiedlichen si-RNAs schematisch dargestellt.

Pos. 132-150 Pos. 466-484 P0s.988-1006

\
—p

A B c
Flag-uOR (1258 bp)

Abb. 4.14: Schematische Darstellung der Zielsequenzen der drei sh-RNA-
Vektoren pSuper-MUM-A, -MOR-B und -MOR-C an der Flag-nOR mRNA

Die von C.Zdllner erhaltene, in dieser Arbeit verwendete Rattensequenz des
aminoterminal Flag-getaggten p-Opioid-Rezeptors ist hier stark vereinfacht
dargestellt. Weiterhin sind die Basenpositionen eingetragen, die von den si-RNA-
Sequenzen MUM-A (A), MOR-B (B) und MOR-C (C) spezifisch erkannt werden und
zur Degradation auf mRNA Ebene fiihren sollten.

4.4.5 Sequenzanalysen

Nach Sequenzierung der ,,sh-RNA Plasmide* unter Verwendung des Standardprimers T7 bei

der Firma MWG konnte die Sequenzierung mit den erwarteten Sequenzen durch die
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Alignfunktion in NCBI (Blast 2 Sequences-Programm) verglichen werden. Es konnte die
korrekte Klonierung dreier Konstrukte bestétigt werden, die als pSuper-MUM-A, pSuper-
MOR-B und pSuper-MOR-C bezeichnet wurden. Diese wurden anschlieBend auf ihre
Fahigkeit zur Inhibition der Flag-pOR Expression untersucht.

4.4.6 Austestung der sh-RNA-Vektoren

Zur Uberpriifung der Funktionalitiit der sh-RNA-Vektoren beziiglich der Inhibition der Flag-
LOR Expression wurden Kotransfektionsversuche in 293-T und HeLa Zellen durchgefiihrt.
Kotransfiziert wurden dabei eines der bereits beschriebenen rAAV-Vektorkonstrukte zur
Expression des Flag-uOR mit den pSuper-basierten sh-uOR-Vektoren. Ferner einhielten die
Ansdtze ein  GFP-exprimierendes = rAAV-Vektorkonstrukt zum  Abgleich  der
Transfektionseffizienzen der einzelnen Ansétze. Fiir die Negativkontrolle wurde statt eines
sh-RNA-Vektors der pSuper-Leervektor in gleicher DNA-Konzentration kotransfiziert. 48 h
nach Transfektion wurden Proteinextrakte hergestellt und die pOR- und GFP-Expression
mittels Western-Blot-Analyse bestimmt. Die quantitative Auswertung der Western-Analyse
erfolgte am Licor Odyssey Fluoreszenz-Scanner unter Verwendung eines monoklonalen anti-
Flag und eines polyklonalen anti-GFP Primérantikdrpers sowie Fluoreszenzfarbstoff-
markierten ~ Sekunddrantikorpern.  Die  Sekunddrantikorper =~ waren  hierbei  an
Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt, welche bei 700 bzw. 800 nm fluoreszierten. Durch separate
Messung der Intensitit der Infrarotfluoreszenz bei 700 und 800 nm konnte die
Proteinkonzentration sowohl fiir Flag-uOR als auch fiir GFP bestimmt werden. Durch
Verrechnung jedes einzelnen Wertes der Flag-uOR Expression mit der dazugehorigen GFP-
Expression, konnten Fehleinschitzungen aufgrund von Schwankungen in der

Transfektionseffizienz vermieden werden.

4.4.7 Reduktion des p-OR Proteinlevels durch sh-RNA-Vektoren

Die drei unterschiedlichen sh-RNA-Vektoren wurden jeweils einzeln, aber auch in
verschiedenen Kombinationen getestet. Hierbei wurde stets 1 pg eines AAV-basierten Flag-
pOR Plasmids und 1 pg eines AAV-basierten GFP-Plasmids kotransfiziert. Die dritte
Komponente wurde wie folgt variiert: Bei auschlieBlicher Verwendung eines sh-RNA-
Konstruktes wurden 1-2 pg der DNA eingesetzt. Bei der Kombination zweier Konstrukte
betrug die DNA-Menge pro Konstrukt 1 pg, bei der Kombination aller drei Konstrukte 0,5

pg. Die Gesamt-DNA-Menge betrug in jedem Ansatz 4 pg, wenn notig wurde mit einem
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Leervektor aufgefiillt. Mit allen generierten sh-RNA-Plasmidkonstrukten konnte eine
deutliche Inhibition der pOR-Proteinexpression beobachtet werden. Das Plasmidkonstrukt
pSuper-MOR-B erwies sich hierbei als besonders wirksam, auch der Kombination mit den
beiden anderen sh-RNA-Konstrukte A und/oder C war es einzeln iiberlegen. In Abb. 4.15 ist

eine exemplarische Auswertung am Odyssey Scanner dargestellt.

Abb. 4.15: Odyssey Scan zur Quantifizierung der
Flag-nOR-Expression

293-T Zellen wurden mit den AAV-basierten
Plasmidkonstrukten pD-uOR-N3 zur Expression des
[ I Flag-pOR, pD-trs-GFP zur GFP Expression sowie

sh-RNA-Vektoren

\g
é? & & & verschiedenen sh-RNA-Konstrukten kotransfiziert.
Pe § gg So Zur Runterregulation der Flag-pOR
&‘§ qﬁ @§ ,f Proteinexpression wurden die drei sh-RNA-
£ ; & & :Qo? Konstrukte p-Super-MUM-A (2), -MOR-B (3) und -

MOR-C (4) eingesetzt. Zur Kontrolle (1) wurde das

je 1ug pOR-N3 + 1ug trs-GFP

pSuper Plasmid ohne sh-RNA Sequenz eingesetzt.

]_Flag LOR 48 h nach Transfektion wurden Proteinextrakte
hergestellt und einer Western-Blot-Analyse

unterzogen. Die Immundetektion erfolgte mit einem
monoklonalen anti-Flag und einem polyklonalen

anti-GFP Primérantikorper. Fiir die Quantifizierung

iber den Odyssey Scanner wurden Fluoreszenz-

GFP markierte anti-Maus und anti-Kaninchen
Sekundarantikorper verwendet. Der Flag-pOR wird

in multimerisierter Form bei 200-260 kDa, GFP bei

1 2 3 4 ca. 27 kDa nachgewiesen. Die
Fluoreszenzintensitdten konnten fiir Flag-uOR bei
700 und fiir GFP bei 800 nm gemessen werden und
korrelieren mit der Expressionsstirke der Proteine.
Jeder Intensititswert fiir die Flag-pOR-Expression
wurde mit dem zugehorigen GFP Wert abgeglichen.

anti-Flag-M2 + anti-GFP

4.4.8 Austestung der wirksamsten Konzentration der sh-RNA-Vektoren

Das Konstrukt pSuper-MOR-B, welches in den Vorversuchen von den drei getesteten
Konstrukten am besten wirksam war, wurde im ndchsten Schritt in unterschiedlichen
Konzentrationen ausgetestet. Hierzu wurden 293-T Zellen mit einem Flag-pOR- und einem
GFP-exprimierenden AAV-basiertem Konstrukt (je 1 pg) transfiziert, weiterhin wurde das
Konstrukt pSuper-MOR-B in steigenden Mengen (0,2-0,5-1-2 pg) kotransfiziert, in jedem
Ansatz wurde auf eine Gesamt-DNA Menge von 4 ug mit dem pSuper-Leervektor aufgefiillt.

In Abb. 4.16 ist die Runterregulation der p-Opioid-Rezeptor-Expression in Abhédngigkeit von

der eingesetzten sh-RNA-Vektorkonzentration dargestellt. Mit allen eingesetzten
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Vektorkonzentrationen war eine etwa 90%ige Inhibition des Flag-uOR Expressionslevels zu
erreichen, dieser Effekt lie sich durch den Einsatz zunehmender Mengen von pSuper-MOR-

B konzentrationsabhingig auf etwa 98% steigern.

Abb. 4.16: Konzentrationsabhingige
Runterregulation des Flag-nOR Proteinlevels

& in 293-T Zellen

je 1ug pOR-N3 + 1ug trs-GFP

ﬁ i der Proteinexpression des Flag-getaggten u-OR

%] 0,2 ug 0.5 ug 149 2ug MOR-B

auf etwa 98% steigern.

4.4.9 Inhibition der pOR-Expression wihrend der Generierung von rAAV-Vektoren

Um den Effekt der Inhibition des p-OR auf die Virusverpackung zu iiberpriifen, wurde dem
iiblichen Doppelansatz fiir die Verpackung mit AAV-Plasmid (WOR-N3) und Helferplasmid
(pDG1) das pSuper basierte Plasmid mit si-RNA Expressionskassette (pSuper-MOR-B)
zugesetzt. Nach Abzentrifugation der Zellreste wurden die infektidsen Uberstinde in der
Light Cycler PCR analysiert und die Viruspartikelzahl bestimmt. In einem ersten
Versuchsansatz wurden die drei Plasmide pDGI1, pOR-N3 und pSuper-MOR-B
unterschiedlich kombiniert, so dass das Verhéltnis von fOR-N3 zu pSuper-MOR-B 1:1, 1:3
oder 3:1 betrug. Zu jeder einzelnen Kombination existierte ein Parallelansatz ohne sh-RNA,
aber mit dem pSuper-Leervektor als Ausgangskontrolle. Die Gesamt-DNA Menge (4 pg) und
die Menge an pDG1 Helferplasmid (2 pg) wurden konstant gehalten. Es konnte durch Zugabe
des sh-RNA-Vektors kein positiver Effekt auf die Verpackung und die Virustiter
nachgewiesen werden. Vielmehr fiihrte die reduzierte Menge von 2 pg an pDGI

Helferplasmid in den Ansédtzen mit sh-RNA-Vektor zu geringeren Virustitern als der
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Standardansatz mit 3 pg pDG1- und 1 pg AAV-Plasmid. In einem zweiten Versuch wurde die
pDG1 Menge bei mindestens 2,5 pg gehalten, pOR-N3 und pSup-MOR-B wurden in den
Verhiltnissen 2:1, 1:1, 1:2 kotransfiziert. Wieder wurden fiir alle Kombinationen direkte
Kontrollansétze mit einem Leervektor statt der wirksamen sh-RNA analysiert. Hier waren die
Virustiter aufgrund der korrigierten pDG1 Menge auf insgesamt hoherem Level, vergleichbar
mit dem Standardansatz (3:1 Verhédltnis von Helfer- und AAV-Plasmid). Ein zusétzlich
positiver Effekt durch Zugabe der sh-RNA-Vektoren ergab sich allerdings nicht. Die
transiente Runterregulation der Flag-uOR Expression wihrend der Virusverpackung hatte
keinen positiven Effekt auf die Verpackungseffizienz bei der Generierung von sc-rAAVs zur
Expression des Flag-getaggten p-Opioid-Rezeptors. Somit konnte eine stdrende Interaktion
des tiberexprimierten p-OR mit hoher Wahrscheinlichkeit als Ursache fiir die relativ schlechte
Verpackungseffizienz ausgeschlossen werden.

Bei der iiblichen Verpackung (ohne sh-RNA) des selbstkomplementiren rAAV-Vektor pOR-
N3 lag der maximal erreichte Virustiter bei 1,2 x 10'°. Dieser ist nicht sehr hoch, kénnte aber
fiir lokale in vivo Anwendungen ausreichend sein. Dies ist auch vor dem Hintergrund zu
sehen, dass mit diesem sc-rAAV-Vektor eine Flag-uOR Expression in Western-Blot-
Analysen nach Uberinfektion mit Ad2 im Vergleich zu den beiden anderen sc-rAAVs schon

bei sehr niedriger MOI nachgewiesen werden konnte.

4.5 Uberpriifung der Funktionalitiit der rAAV-pOR-Konstrukte

4.5.1 Radioaktive Bindungsstudie in einem nicht-neuronalen Zellsystem

In den bisherigen Versuchen konnte die Expression des Flag-uOR nach Transfektion aller
Plasmidkonstrukte und nach rAAV-Infektion mit den einzelstringigen Konstrukten UF5-pOR
(CMV), UF11-uOR (CBA) und des selbstkomplementiren rAAV-Konstruktes pOR-N3
nachgewiesen werden. Wéhrend in den Western-Blot-Analysen nur die rAAV vermittelte
Genexpression von p-OR nachgewiesen werden konnte, sollte mit Hilfe einer Radioligand-
Rezeptor-Bindungsstudie belegt werden, dass die Rezeptoren auch tatsdchlich an der
Zelloberflache exprimiert werden und zur spezifischen Ligandenbindung fiihren. In einem
Sittigungsexperiment wurde der pu-OR spezifische radioaktiv markierte Ligand ["TH]DAMGO
in steigender Konzentration eingesetzt, so dass es zu einer Absittigung der Bindungsreaktion
kommen sollte. Unspezifische Bindung wurde durch den Einsatz von Naloxon, einem
Antagonisten am p-OR, bestimmt. HeLa Zellen eigneten sich als nicht-neuronale Zelllinie zur

Durchfiihrung der Bindungsstudie, da sie endogen keine p-Opioid-Rezeptoren exprimieren.
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Die im Radioaktivititsassay gemessene Ligandenbindung ist also auf die Transgenexpression
der transduzierten AAV-Konstrukte zuriickzufiihren, ohne Uberlagerung durch endogene
Expression. Eingesetzt wurden die rAAV-Vektoren, die in Western-Blot-Analysen zu einer
nachweisbaren Flag-uOR-Expression gefiihrt hatten (rAAV-UF5-uOR [ss], -UF11-pOR [ss]
und -pOR-N3 [sc]). Alle Ansédtze wurden zur Verstiarkung der Genexpression mit Adenovirus
vom Subtyp 2 (Ad2) iiberinfiziert, das Konstrukt UF11-uOR wurde zusétzlich einmal ohne
Ad2 Koinfektion eingesetzt, da es sich in einem Vorversuch bereits als funktionell erwiesen
hatte. Fiir den Ansatz ohne Ad2 wurden 2 x 10° HeLa Zellen auf @ 14,5cm Schalen ausgesit
und 4-5 h spéter mit rAAV-UF11-pOR in einer MOI von 1500 infiziert. Nach 60 h wurden
dann Membranpriparationen hergestellt. Fiir die Ansitze mit Ad2 Uberinfektion wurden 3,5 x
10° HeLa Zellen auf @ 14,5cm Schalen ausgesit, mit den rAAV-Vektoren UF5-pOR, UF11-
LOR und pOR-N3 in einer MOI von 1000 infiziert, 15 h spater wurde mit Ad2 in einer MOI
von 50 iiberinfiziert. Weitere 24 h spiter wurden Membranpréiparationen zur Durchfiithrung
der Bindungsexperimente hergestellt. Im Sittigungsexperiment konnte eine Abséttigung der
spezifischen ["HJDAMGO Bindung an den pu-OR bei steigender Radioligandenkonzentration
nachgewiesen werden (s.Abb. 4.17).

)
e

UF11-lOR (ss)
UF5-WOR (ss) + Ad2
UF11-WOR (ss) + Ad2
MOR-N3 (sc) + Ad2

btwd

[*H] DAMGO-gebundenes
Protein (fmol/mg)
=)

0.0 25 570 7?5 10'.0 12l.5 15'.0 17'.5
[*H] DAMGO (nM)

Abb. 4.17 [PHIDAMGO spezifische Sittigungsbindung in Membranpriparationen
rAAV-pOR infizierter HeLa Zellen

HelLa Zellen wurden mit den rAAV Konstrukten UF11-uOR (CBA-Promotor), UF5-uOR
(CMV-Promotor) und pOR-N3 (MOI ca. 1000) und Ad2 (MOI 50) koinfiziert. UF11-pOR
(1500) wurde in einem separaten Ansatz auch ohne Ad2 Uberinfektion eingesetzt. Die
Membranpréparationen der jeweiligen Ansédtze wurden mit [’HIDAMGO in 50mM Tris Puffer
(pH 7,4) bei 37°C fiir 1 h inkubiert. Die unspezifische Bindung wurde mit Naloxon (10uM)
bestimmt. Dargestellt sind die Datenpunkte eines Experiments mit Doppelbestimmung der
Messpunkte. In allen Ansédtzen kommt es zu einer Bindung des p-OR spezifischen Liganden
DAMGO durch die an der Zelloberfldche exprimierten Rezeptoren.
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Es konnte die p-OR Expression der untersuchten Konstrukte bestétigt und erstmalig gezeigt
werden, dass die p-ORs an der Zelloberfldche exprimiert werden und ligandenbindungsféhig
sind. Ferner konnten {iber das Séttigungsexperiment die Ligandenbindungsaffinitéit (Kq4) und

die maximale Anzahl von ["HIDAMGO Bindestellen (Bpay) bestimmt werden (s.Tab. 4.1).

UF11-uOR | UF5-pOR+Ad2 | UF11-pOR+Ad2 | pnOR-N3+Ad2

Bmax (fmol/mg) | 12,42 16,36 17,10 8,752

Ka (nM) 1,690 1,223 0,7160 0,4578

Tab. 4.1: Die maximale Anzahl von ["H]DAMGO Bindestellen (Bn.) und die Affinitit (Kq) des
Agonisten zum p-Opioid-Rezeptor in tAAV (CBA-uOR, CMV-uOR+Ad2, CBA-uOR+Ad2, nOR-
N3+Ad2) infizierten HeLa Zellen. Dargestellt sind die Datenpunkte eines Experiments mit
Doppelbestimmung der Messpunkte.

Allerdings konnte eine statistische Auswertung aufgrund der zu geringen Anzahl von
Experimenten nicht durchgefiihrt werden. Somit ist ein direkter Vergleich der Konstrukte
nicht ohne weiteres moglich, da experimentelle Schwankungen nicht berticksichtigt werden
konnen. Allerdings war im Zusammenhang mit dieser Arbeit die Quantifizierung der
Rezeptorbindung ohnehin nachrangig, primir sollte zundchst die Frage geklirt werden, ob die
Rezeptoren bindungsaktiv sind oder nicht. Trotzdem ist zu sehen, dass DAMGO den p-OR
mit relativ hoher Affinitit (K4) bindet (s. Kap.5.4), die unterschiedlichen Ky4-Werte fiir den
gleichen Rezeptor in unterschiedlichem Vektorkontext ist vermutlich als experimentelle
Variation zu erkldren. Das Konstrukt UF11-uOR zeigte eine groe Anzahl exprimierter
Rezeptoren im Vergleich zu den anderen Konstrukten. Dies konnte bereits in einem
Vorversuch zur Radioligandenbindung gesehen werden und stimmt mit den Ergebnissen der
Western-Blot-Analysen iiberein. Auch hier war unter den einzelstrangigen Vektoren das
Konstrukt UF11-uOR (CBA-) dem Konstrukt UF5-uOR (CMV-Promotor) iiberlegen. Der
selbstkomplementdre Vektor pOR-N3 zeigte in den Western-Blot-Analysen nur eine
schwache Expression. Dies spiegelte sich auch im Liganden-Bindungsassay durch einen
niedrigen Bmax-Wert wider. Da aber ein Vergleich der Konstrukte in Zellkultur (gerade in den
nicht-neuronalen HeLa Zellen) nicht reprisentativ fiir die in vivo Situation ist, muss letztlich
die Austestung und Bewertung der einzelnen Konstrukte im Tiermodell erfolgen. Ferner ist
der Vergleich eines selbstkomplementiren rAAV-Vektors mit einzelstringigen rAAV-
Konstrukten aufgrund der unterschiedlichen Expressionskinetik in vitro mit limitiertem
Zeitfenster nicht unproblematisch. Ziel der Bindungsstudie war letztendlich der Nachweis der
LOR-Expression an der Zelloberfliche und der Nachweis der Funktionalitit beziiglich

spezifischer Ligandenbindung fiir alle untersuchten Konstrukte. Dieser Nachweis war positiv.
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S. DISKUSSION

5.1 Verwendung von rekombinanten adeno-assoziierten Viren als Vektorsystem
fiir die Expression des p-Opioid-Rezeptors

Adeno-Assoziierte Viren gehoren zu den am hiufigsten verwendeten viralen Vektoren in der
Gentherapie. Die Vorteile gegeniiber adeno- und retroviralen Vektoren sind neben der
Apathogenitdt ihre Féhigkeit, auch ruhende, postmitotische Zellen zu infizieren. Diese
Fahigkeit macht rAAVs zum hauptsichlich verwendeten Vektorsystem fiir Zellen des
Nervensystems in vivo, sowohl fiir funktionelle Studien als auch fiir gentherapeutische
Ansitze. Weiterhin gewéhrleisten AAV-basierte Vektoren eine langanhaltende Transgen-
expression in den infizierten Zellen, zumeist in Form eines stabilen Episoms. Ein Nachteil
von AAV-Vektoren ist neben der limitierten Verpackungskapazitit von maximal 4,4 kbp fiir
die Transgensequenzen die verzogerte Expressionskinetik. Diese liegt darin begriindet, dass
eine Vorraussetzung fiir die Transgenexpression die Umwandlung des einzelstringigen AAV-
Genoms in eine transkriptionskompetente, doppelstringige Form ist. Da die
Zweitstrangsynthese von iiberwiegend S-Phase abhéngigen zelluliren Faktoren vermittelt
wird, kann sie in ruhenden Zellen (z.B. Neuronen) einen Zeitraum von Tagen bis Wochen
beanspruchen. Dieses Problem kann durch die Herstellung selbstkomplementérer, quasi
doppelstrangiger AAV-Vektoren umgangen werden. Durch die Deletion der terminal solution
site in einem der ,terminal repeats“ werden dabei bevorzugt dimerische rekombinante
Vektorgenome in einer "head to head" oder "tail to tail"-Konfiguration verpackt, welche nach
Infektion des Vektors iiber den internen ITR zuriickfalten und einen transkriptions-
kompetenten "Quasi-Doppelstrang" ausbilden kdnnen (Heilbronn & Weger, 2010).

In dieser Arbeit wurden sowohl einzelstringige (ss) rekombinante AAV-Vektoren (rAAV) als
auch ein dimerisches, selbstkomplementéres (sc) rAAV-Konstrukt generiert und ausgetestet.
Das Problem der sc-rAAV-Vektoren ist allerdings die im Vergleich zu ss-rAAVs nochmals
um die Hélfte reduzierte Verpackungskapazitit. Im Zusammenhang mit dem in dieser Arbeit
verwendeten Transgen, dem p-Opioid-Rezeptor (u-OR), der bereits eine GroBe von etwa 1,25
kbp aufweist, ist die Verwendung sc-rAAV-Vektoren eher schwierig und auf den Einsatz
zusammen mit kleinen Promotoren beschrinkt. Die Expressionskassette, bestehend aus dem
Promotor, dem Flag-pOR Gen und einem Polyadenylierungssignal, durfte fiir die Verpackung
in einen sc-rAAV-Vektor die Gesamtgrofle von 2,2 kbp nicht iiberschreiten. Daher wurden fiir

den ersten Teil dieser Arbeit, in welcher die Gewebespezifitit von drei verschiedenen
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Promotoren im Zusammenhang mit dem pu-OR untersucht werden sollte, zundchst nur ss-
rAAVs hergestellt. Denn zwei der verwendeten Promotoren wiesen eine Grofle von iiber 1,5
kbp auf, was zusammen mit dem p-OR bereits den Verpackungsrahmen fiir sc-rAAV-
Vektoren gesprengt hitte. Im zweiten Teil der Arbeit wurde der kleinste der drei Promotoren,
der Cytomegalievirus Promotor (CMV), zur Generierung eines sc-rAAV-Konstruktes

eingesetzt.

5.2 Einzelstriingige (ss) rAAV-Vektoren zur gewebespezifischen Expression des
p-Opioid-Rezeptors

Rekombiante AAV-Vektoren (rAAV) sind in einigen wenigen tierexperimentellen
Untersuchungen bereits zur Expression des p-Opioid-Rezeptors (u-OR) eingesetzt worden.
Hierbei konnte durch die rekombinanten Vektoren die pu-Opioid-Rezeptordichte an peripheren
Neuronen geringfiigig erhoht werden und die durch Morphin erzeugte Schmerzreduktion
gesteigert werden. Die bisher verwendeten Vektoren waren alle einzelstringig und
exprimierten den pu-OR ausschlieBlich unter der Kontrolle des Neuronen spezifischen Enolase
Promotors (NSE) (Xu et al., 2003; Gu et al., 2005). Die Expression der rekombinanten p-ORs
war hierbei eher schwach und konnte ausschlieBlich nach direkter Injektion der Vektoren in
die schmerzweiterleitenden DRGs oder in den freiprdparierten Ischiasnerv nachgewiesen
werden. Ziel dieser Arbeit war es die durch rAAVs vermittelte Expression des p-Opioid-
Rezeptors in neuronalen Zellen zu optimieren und die Effizienz zu steigern. Hierzu sollten im
ersten Abschnitt der Arbeit zundchst drei Promotoren beziiglich ihrer Aktivitét in neuronalen
Zellen verglichen werden. Es handelte sich dabei um den Cytomegalievirus Promotor (CMV),
den Chicken f-actin Promotor (CBA) und den Neuronen spezifischen Enolase Promotor
(NSE). Die Expressionskassetten der drei Konstrukte enthielten zum Einen den jeweiligen
Promotor, die u-OR DNA, die zur spezifischen Detektion mit einem aminoterminalen Flag-
Tag Epitop versehen war und stromabwédrts eine SimianVirus40 (SV40)
Polyadenylierungsstelle. Aufgrund der Gré83e von 1,8 kbp sowohl des verwendeten CBA- als
auch des NSE-Promotors, kam wie bereits erwdhnt, nur die Verpackung in ss-rAAV-
Vektoren in Frage. Zu allen drei Flag-uOR Konstrukten existierten entsprechende
Kontrollvektoren, die als Transgen das ,.green fluorescent protein*(GFP)-Gen enthielten.
Nach der Klonierung der Plasmidkonstrukte wurde die Transgenexpression der Vektoren
zunichst in nicht-neuronalen Standardzelllinien untersucht. Hierbei konnte in HeLLa und 293-
T Zellen nur eine Genexpression fiir die Konstrukte mit CMV- und CBA-Promotor

nachgewiesen werden, der NSE-Promotor war in diesen Zelllinien nicht aktiv. Diese
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Ergebnisse stimmen mit frilheren Untersuchungen {iberein, die bereits eine
neuronenspezifische Genexpression unter Verwendung des NSE-Promotors nachgewiesen
hatten (Forss-Petter et al, 1990; Sakimura et al, 1995). Die Verwendung einer
Hydridomzelllinie aus Hinterwurzelganglienzellen (DRG-Neuronen) der Ratte und
Neuroblastomzellen der Maus flihrte zum Nachweis der Zelltyp-spezifischen Aktivitit des
NSE-Promotors. Diese sogenannte F11 Zelllinie zeigt nach induzierbarer Differenzierung ein
neuronales Genexpressionsmuster (Francel et al.,, 1987). In den differenzierten F11 Zellen
konnte im Gegensatz zu undifferenzierten F11 Zellen schlieBlich eine Aktivitit des
neuronenrestriktiven NSE-Promotors gezeigt werden, was die beschriebene Spezifitit des
NSE-Promotors fiir terminal differenzierte Neurone bestitigte. Ahnliche Daten, die eine
Aktivitdtszunahme des neuronenspezifischen Promotors in differenzierten im Vergleich zu
undifferenzierten F11 Zellen zeigten, wurden von Hwang do ef al. veroffentlicht (Hwang do
et al., 2008). Auch der CMV- und der CBA-Promotor waren in den differenzierten F11 Zellen
aktiv, auch fiir diese schien die Aktivitit in differenzierten im Vergleich zu undifferenzierten
F11 Zellen zuzunehmen. Weiterfiihrende Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe (Ozcan
Cigdem, Diplomarbeit 2009) lieBen jedoch offen, ob die hoheren Expressionsraten dieser
Promotoren in differenzierten F11 Zellen im Vergleich zum NSE-Promotor signifikant waren.
Zusammenfassend war die Klonierung der drei rAAV-Plasmidkonstrukte erfolgreich. IThre
Funktionalitit beziliglich der Expression des p-ORs konnte gezeigt und hierbei die strenge
Neuronenspezifitit des NSE-Promotors und die ubiquitdr starke Aktivitit von CMV- und
CBA-Promotor bestitigt werden.

Nach Verpackung der generierten Vektorkonstrukte in infektiose rekombinante AAV-
Virionen konnte gezeigt werden, dass diese prinzipiell in der Lage waren, nach Infektion den
p-Opioid-Rezeptor zu exprimieren. In den nicht-neuronalen Zelllinien (HeLa und 293-T) aber
auch in Neuroblastomzellen (SH-SY5Y) konnte jedoch nur fiir die rAAV-Konstrukte mit
CMV- und CBA-Promotor eine Transgenexpression nachgewiesen werden (s.Abb. 4.6 B).
Dieses bestitigte ein weiteres Mal, dass sich die Aktivitdt des NSE-Promotors auf terminal
differenzierte Neurone beschriankt. Weiterhin wurde beobachtet, dass das Expressionsniveau
des Flag-getaggten p-OR verglichen mit dem des GFP-Markergens sehr niedrig war (s.
Abb.4.5). Die Expression des Flag-pOR konnte in HeLa erst durch eine Uberinfektion mit
Adenovirus soweit verstirkt werden, dass die Signale in den Western-Blot-Analysen
eindeutig nachweisbar wurden (s.Abb.4.5 C vrgl. D). In SH-SY5Y konnte nach Uberinfektion
mit Ad2 eine CMV- und CBA-getriebene Expression des GFP-Markergens (s.Abb.4.6 B)

eindeutig nachgewiesen werden, die des Flag-pOR hingegen nicht. Einer der Griinde fiir die
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verminderte Expression des Flag-pOR konnte in einer reduzierten Translationsrate liegen.
Beim verwendeten EGFP handelt es sich um ein Kodon-optimiertes "humanisiertes" GFP,
wihrend der pu-OR der Original-Sequenz aus Ratten entspricht. Eine andere mogliche
Erkliarung fiir die geringen Flag-pOR-Proteinmengen ist, dass die in Zellkultur (HeLa, SH-
SY5Y) gebildeten pOR-Proteine durch =zellulire Abbauprozesse degradiert wurden.
Bekanntermallen durchlaufen alle G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) nach ihrer
Synthese im rauhen endoplasmatischen Retikulum (ER) vielfdltige posttranslationale
Modifikationen und eine strenge Qualititskontrolle bis sie fliir den Transport zur
Plasmamembran freigegeben werden (Gurevich & Gurevich, 2008). Diese Modifikationen
sind komplexer Art und umfassen bei vielen Mitgliedern der GPCR Glykosylierungen,
Phosphorylierungen, Palmitoylierung und die Kniipfung von Disulfidbriicken. Wie vermutet
wird, miissen diese Reaktionen fiir die korrekte Faltung der GPCR sehr prizise ablaufen. Das
Zusammenkommen der komplexen Struktur der GPCRs und der Notwendigkeit fiir sehr
genaue intramolekulare Interaktionen bedingen eine ,langsame® bzw. ineffiziente
Faltungsrate und die Anfilligkeit fiir ,,Fehlfaltung™ der Membranproteine (Petaja-Repo et al.,
2001). Daten fiir den 6-Opioid-Rezeptor zeigten, dass manchmal ein groBer Anteil des
neusynthetisierten Wildtypproteins das ER nicht verlassen kann und abgebaut wird (Petaja-
Repo et al., 2000 & 2001). Als Ursache wurde ein ineffizienter Reifungsprozess des 6-OR
und mangelnder Export aus dem ER genannt, denn nur 40 % der posttranslational
unmodifizierten Vorlduferform wurden bis zum reifen Rezeptor umgewandelt. Der Rest
wurde vom ,,Qualitdtskontrollsystem* des ER sozusagen retiniert und in Folge degradiert
(Petaja-Repo et al., 2001). Diese in 293-T Zellen erhobenen Daten von Petaja-Repo et al.
beziiglich des 8-OR konnten auch zur Erkldrung der in dieser Arbeit nachgewiesenen
schwachen Expression des p-OR herangezogen werden.

Hinzu kommt, dass das p-OR Membranprotein in der Western-Analyse in dieser Arbeit
vorwiegend in Form hohermolekularer Aggregate nachgewiesen wurde. Es wird
angenommen, dass eine starke Aggregation von Membranproteinen fehlerhafte
Modifizierungen verstérkt, so dass in Folge die Degradation durch zelluldre Abbauprozesse
zunimmt. Im Zusammenhang mit anderen GPCR ist bekannt, dass denaturierende
Bedingungen die Tendenz der GPCRs zur Aggregation verstdrken. Die Tatsache, dass in
dieser Arbeit der Zellaufschluss zur Gewinnung der Proteinextrakte, aber auch die weiteren
Schritte zur Durchfiihrung der Western-Blot-Analysen unter denaturierenden Bedingungen
(Mercaptoethanol, Aufkochen bei 95°C, SDS-PAGE) durchgefiihrt wurden, ist neben einer

bereits intrazellulédr erfolgten Aggregation der Rezeptoren eine zusitzliche Erklarung fiir die
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iiberwiegend hochmolekularen anti-Flag responsiven Banden, die in der Western-Analyse
beobachtet wurden. Zuletzt konnte die schwache Expression dadurch bedingt sein, dass ein
gewisser Anteil der p-OR Proteine durch das heterologe Expressionssystem (HeLa) in das
Medium sekretiert wurde, statt an die Zellmembran transportiert und an der Oberfldche
exprimiert zu werden. Die Frage, ob Flag-uOR ins Medium sekretiert wurde, konnte durch
einen Nachweis der Proteine im Medium (z.B. durch ELISA) beantwortet werden. Mit Hilfe
des ELISA-Nachweisverfahren konnen Proteine sensitiver als bei der Western-Blot-Analyse
detektiert werden.

Eine Moglichkeit, die Expressionsrate und die Expressionskinetik von einzelstringigen
rAAV-Vektoren in vitro zu verbessern, besteht in der Uberinfektion mit Adenovirus. Auf
Grund des sehr niedrigen Expressionsniveaus von p-OR, auch unter der Kontrolle von
bekanntermalBlen starken konstitutiv aktiven Promotoren, wurden entsprechende Versuche
auch fiir die hier entwickelten einzelstringigen pOR-Vektoren durchgefiihrt. Der Adenovirus-
induzierten Steigerung der Genexpression von rAAV-Monomer-Vektoren liegen zwei
wesentliche molekulare Mechanismen zugrunde. Dies ist zum Einen die Induktion der
Zweitstrangsynthese der einzelstrangig vorliegenden rAAVs (Ferrari et al., 1996), die liber
den Offenen Leserahmen 6 der adenoviralen E4 Region vermittelt wird, und zum Anderen die
Transaktivierung der viralen und zelluldren Promotoren (Flint & Shenk, 1997) durch die E1A
Funktion des Adenovirus. Fiir die hier verwendeten Vektoren wurde beobachtet, dass die
Expression der CMV-getriecbenen Konstrukte durch die Uberinfektion mit Adenovirus
wesentlich stirker induziert wurde als die der CBA-getriebenen Konstrukte (s. Abb. 4.4 B; s.
Abb. 49 B und C). Dieses unterschiedlich starke AusmaBl der Transaktivierung fiir
verschiedene Promotoren im gleichen Vektor-Kontext deutet darauf hin, dass der Effekt
hauptsdchlich durch Promotor aktivierende Eigenschaften von Ad2 und nur in
untergeordnetem Ausmall durch die Induktion der Zweitstrangsynthese bedingt war. Des
Weiteren zeigte sich, dass der NSE-Promotor iiberhaupt nicht von Ad2 transaktiviert wurde,
vielmehr kann von einem repressiven Effekt auf die Aktivitit des neuronenspezifischen
Promotors ausgegangen werden (vgl. Abb. 4.9 B und C). Aus frilheren Untersuchungen ist
bekannt, dass das adenovirale E1A Protein mit zahlreichen Schliisselproteinen, die die
Genexpression und das Zellwachstum regulieren, interagiert. Hierbei bindet es an
Komponenten der Transkriptionsmaschinerie, wie dem ,,TATA-binding protein“ (TBP) und
verschiedenen =~ TBP-assoziierten =~ Faktoren  (TAFs) sowie  vielen  weiteren
Transkriptionsfaktoren (Frisch & Mymryk, 2002). Die Wirkung ist meist eine Steigerung der

transkriptionellen Aktivitdt und eine Férderung des Zellwachstums. Dem NSE-Promotor fehlt
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im Vergleich zu CMV- und CBA-Promotor eine typische TATA-Box, was die indirekte
Wechselwirkung des E1A Proteins iiber das TBP und TAFs eher ausschlie3t und vermutlich
die fehlende Transaktivierung erklirt (s. Abb. 4.4). Gleichzeitig verfiigt E1A aber auch iiber
transreprimierende Doménen. Uber die Bindung transkriptioneller Co-Aktivatoren wie p300
oder dem cAMP response element-binding protein (CREB) Bindungsprotein (CBP), kann es
negativ auf die transkriptionelle Aktivitit einiger Promotoren wirken (Green et al., 2008;
Pelka et al., 2009). Ein solcher Mechanismus ist im Zusammenhang mit dem NSE-Promotor,
in welchem Sequenzmotive fiir das CREB vorkommen, durchaus denkbar. Weiterhin kann
E1A die zelluldre Differenzierung blockieren, wie dies im Zusammenhang mit der neuronalen
Differenzierung von PC12 Zellen bereits beschrieben wurde (Boulukos & Ziff, 1993; Kalman
et al., 1993). Daher konnte die verminderte Expressionrate des NSE-getriebenen rAAV-
Vektors auch durch eine mdgliche Hemmung der Differenzierung der F11 Zellen erklart
werden (vgl. Abb. 4.9 B und C).

Im Zusammenhang mit den F11 Zellen konnte zunichst gezeigt werden, dass diese prinzipiell
durch rAAV vom Subtyp 2 infizierbar sind, wie dies die Untersuchungen mit den GFP-
Markergenkonstrukten belegen. Hierbei wurden sowohl undifferenzierte als auch
differenzierte F11 Zellen eingesetzt. In beiden Féllen konnten mittels mikroskopischer
Fluoreszenzanalyse infizierte Zellen fiir alle drei Konstrukte (mit CMV-, CBA- und NSE-
Promotor) nachgewiesen werden (s. Abb. 4.9 A), allerdings auf einem sehr schwachen
Expressionsniveau. Dies galt insbesondere fiir die Konstrukte mit CMV- und NSE-Promotor.
Der CBA-Promotor eignete sich noch am ehesten fiir die Infektion der neuronalen F11
Zelllinie, sowohl im differenzierten als auch im undifferenzierten Zustand. Eine
Uberinfektion mit Ad2 fiihrte, wie bereits erwihnt, ausschlieBlich fiir die Konstrukte mit
CMV- und eingeschrinkt fiir die mit CBA-Promotor zu einer Steigerung der Expression.
Nachdem die Vorversuche mit dem GFP-Markergen ein sehr schwaches Expressionsniveau in
den F11 Zellen im Vergleich zu HeLa Zellen gezeigt hatten, musste davon ausgegangen
werden, dass die Expression des Flag-uOR nach Infektion der F11 Zellen mit den
entsprechenden rAAV-Vektoren im Bereich des Detektionslimits lag. Dies vor allem vor dem
Hintergrund, dass sich in den Versuchen mit HeLa Zellen bereits groe Differenzen in der
Nachweisbarkeit von GFP- und Flag-pOR zugunsten der GFP-Expression gezeigt hatten.

Die Flag-uOR Expression der rAAV-Konstrukte mit CMV- und CBA-Promotor war bereits
in HeLa Zellen detektiert worden, in F11 Zellen sollte vor allem der neuronenspezifische
NSE-Promotor ausgetestet werden, was sich aufgrund der sehr schwachen Expression als

nicht mdglich erwies. Zumal fiir diesen auch eine Ad2-Uberinfektion aufgrund fehlender
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Transaktivierung nicht zur Verstirkung der Expressionssignals genutzt werden konnte.
Zusammenfassend kann zwar aufgrund der Transfektionsdaten (s.Abb. 4.8 C+D) mit grofSer
Sicherheit von einer NSE-getriebenen Flag-pOR Expression auch nach rAAV-Infektion
ausgegangen werden. Der Nachweis muss jedoch nach neuronaler Infektion in vivo erbracht
werden. Aus den genannten Griinden wird der NSE-Promotor in Zellkultur wenig
angewendet, ist aber der fiir eine rAAV vermittelte Expression im Gehirn am besten
untersuchte neuronale Promotor. Neben hohen Expressionsraten im Gehirn wurde auch eine
effektive Infektion von Neuronen im Riickenmark nachgewiesen. Weiterhin erwies sich der
NSE-Promotor beziiglich der in vivo Langzeitexpression und der Expressionsstirke im Gehirn
dem CMV-Promotor deutlich iiberlegen (Klein et al., 1998; Fitzsimons et al., 2002). Daher
sollte die funktionelle Analyse in vivo durchgefiihrt werden, wobei davon auszugehen ist, dass
die hier hergestellte Expressionkassette unter Kontrolle des NSE-Promotors zur Expression
von Flag-uOR in entsprechenden neuronalen Zielzellen, wie den sensorischen DRG-
Neuronen fiihren sollte. Der Vorteil der Verwendung des NSE-Promotors in vivo besteht vor
allem in einer sehr selektiven Infektion von Neuronen, wie es in dieser Arbeit auch in vitro
bestitigt werden konnte. Beziiglich des CBA-Promotors =zeigte sich in den hier
durchgefiihrten Zellkulturversuchen eine ubiquitire, aber in neuronalen Zellen (SH-SY5Y
und differenzierten/undifferenzierten F11 Zellen) dennoch starke Aktivitit des Promotors.
Aus fritheren Untersuchungen ist bereits eine lang anhaltende und starke Transgenexpression
unter der Kontrolle des CBA-Promotors in neuronalem Gewebe bekannt (Fitzsimons et al.,
2002). Fiir das CBA-Promotor getriebene rAAV-Konstrukt ist bei einem Einsatz zur Infektion
sensorischer Neuronen im Tiermodell von einer starken Expression des pu-OR auszugehen.

Der CMV-Promotor wurde bisher in vielen Gentherapievektoren verwendet. Dieser ist
aufgrund seiner geringen Grofe (700bp) und der starken Expression auch fiir die Kontrolle
der Flag-uOR-Expression geeignet. Jedoch wurde zum Einen in dieser Arbeit eine im
Vergleich zum CBA-Promotor schwéchere Aktivitdt in den verwendeten neuronalen Zellen
beobachtet. Zweitens zeigte sich in einigen Langzeitexperimenten, in denen die CMV-
Promotor getriebene Genexpression im Gehirn untersucht wurde, eine Abnahme der
Expressionsraten bereits nach wenigen Wochen (Fitzsimons ef al., 2002). Als eine Ursache
der Promotor-Abschaltung wird die DNA-Methylierung diskutiert, wie sie in anderen
Geweben (z.B. Auge & Leber) fiir den CMV-Promotor bereits nachgewiesen wurde (Byrne et
al., 2006). Ob dies auch fiir die Infektion von neuronalen Riickenmarkszellen gilt, miissen
kiinftige Untersuchungen zeigen. Unter Verwendung eines doppelstrangigen rAAV-Vektors

mit Kapsid des Serotypen 8 konnte in DRG-Neuronen des Riickenmarks eine iiber 3 Monate
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anhaltende Expression eines Opioidvorlduferproteins unter CMV-Promotor Kontrolle
detektiert werden (Storek et al., 2008). Durch die Verwendung ausgewéhlter AAV-Kapside
(z.B. vom Subtyp 8 oder 1) konnte mit allen hier hergestellten Expressionskassetten eine

gezielte und selektive Infektion neuronaler Zielzellen gewihrleistet werden.

5.3 Expression des n-Opioid-Rezeptors durch einen doppelstringigen,
selbstkomplementiren (sc) rAAV-Vektor

Im zweiten Teil der Arbeit wurde ein selbstkomplementirer (sc) rAAV-Vektor zur
Expression des Flag-uOR generiert, wodurch das Problem der verzogerten Expressionskinetik
der einzelstringigen (ss) Vektoren umgangen werden sollte.  Verschiedene
Veroffentlichungen der letzten Jahre hatten zudem gezeigt, dass mit sc-rAAVs sowohl in
vitro als auch in vivo ein insgesamt hoheres maximales Expressionsniveau erreicht werden
kann als mit ss-rAAV-Vektoren (McCarty et al., 2001 and 2003; Wang et al., 2003).

Diese vorteilhaften Eigenschaften von sc-rAAVs sollten fiir die Expression des Flag-pOR
genutzt werden. Im Kontext der Schmerztherapie wurde von Storek et al. gezeigt, dass die
effektive und vor allem selektive Infektion von DRG-Neuronen mit einem sc-rAAV-Vektor
gut funktioniert (Storek et al., 2008). Durch die Verwendung eines AAV-8 Kapsides und die
Verpackung in sc-rAAV-Vektoren konnte die Transgenexpressionsrate optimiert und die
Zielzellen hochselektiv infiziert werden. Weiterhin konnte unter Verwendung eines CMV-
Promotors eine anhaltende Transgenexpression iiber den untersuchten Zeitraum von 3
Monaten nachgewiesen werden. Wéhrend Storek ef al. ein Opioidvorldauferprotein als
Transgen eingesetzt hatten, wurde bis heute von keinem sc-rAAV-Vektor zur Expression
eines Opioid-Rezeptors berichtet. Ein solcher doppelstrangiger rAAV-Vektor zur Expression
des pu-OR sollte im Rahmen der Arbeit hergestellt werden mit der Option, diesen durch die
Verpackung in AAV-8 Serotyp-Vektoren fiir die selektive Infektion von DRG-Neuronen zu
optimieren.

Wie im Ergebnisteil beschrieben, wurden insgesamt drei Plasmidkonstrukte mit Flag-pOR-
Expressionskassette unter Kontrolle des CMV-Promotors und einer Deletion in der terminal
resolution site des linken ITRs zur Verpackung sc-AAVs, generiert. Bei der Verpackung
dieser Konstrukte im rAAV-Kontext wurden allerdings in mehreren Ansdtzen nur
physikalische Vektortiter erreicht, die mehrere 10-log Stufen unter den mit anderen
selbstkomplementdren Vektorkonstrukten erreichen Titern lagen. Vermutlich dadurch
bedingt, gelang auch der Nachweis der Expression von Flag-uOR nach Infektion der sc-
rAAV-Vektoren nicht. Erst nach Nutzung einer Ad2-Uberinfektion als Tool zur Stimulation
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des CMV-Promotors konnte fiir eines der drei sc-rAAV-Konstrukte, und zwar rAAV-pOR-
N3, die Transgenexpression auf sehr schwachem Niveau nachgewiesen werden. Nach
Ausschluf3 einiger technischer Ursachen als mogliche Erkliarung fiir die niedrigen Virustiter
bei der Generierung der sc-rAAV-Vektoren (s. 4.3.1; 4.3.2), wurde schlieBlich die
Inhihibition eines oder mehrerer Teilschritte der Produktion von rekombinanten AAV-
Virionen durch eine iiberméBige Expression des p-Opioid-Rezeptors in Betracht gezogen. Da
der CMV-Promotor auch in den zur Verpackung eingesetzten 293-T Zellen eine starke
Aktivitdt aufweist, werden wihrend der Amplifikation und Verpackung des
Vektorkonstruktes groe Mengen an p-OR produziert. Mogliche Ursachen fiir einen
inhibitorischen Effekt wiren beispielsweise Interferenzen des pu-OR mit den Rep- oder den
Kapsidproteinen oder den adenoviralen Helferfunktionen. Die Inhibition der Produktion
rekombinater AAVs durch das wéhrend der Virusproduktion exprimierte Transgen war in
unserer AG mit einem anderen Transmembranrezeptorprotein bereits beobachtet worden
(Alexander Plauth, personliche Mitteilung; Anne Miiller, Diplomarbeit). Es handelte sich
hierbei um die y2-Untereinheit des GABA-A Rezeptors, dessen Expression ebenfalls unter
der Kontrolle des CMV-Promotors stand. Das entsprechende AAV-Vektorplasmid konnte
anfangs nach Kotransfektion mit dem Helferplasmid iiberhaupt nicht verpackt werden. Da die
v2 Transmembran-Untereinheit (UE) als GFP-Fusionsprotein vorlag, konnte durch Nutzung
des Mechanismus der RNA Interferenz mittels vorgetesteter, effizienter GFP-reprimierender
sh-RNA-Vektoren die Expression der GABA-A y2-UE im Fusionsprotein wahrend der
Verpackung selektiv inhibiert werden und die Verpackung der Rezeptor-Untereinheit mit
ausreichend hohen Titern erreicht werden.

Ein dhnlicher inhibitorischer Effekt auf die Vektorproduktion wurde im Zusammenhang mit
der Verpackung der Flag-uOR-Konstrukte in die doppelstringigen, selbstkomplementéren
rAAV-Vektoren postuliert. Dieser scheint allerdings erst bei hoheren Expressionsraten des
Rezeptors wirksam zu werden. Dies ist daran zu erkennen, dass die einzelstringigen Vektoren
erfolgreich verpackt werden konnten, wéhrend die Verpackung der selbstkomplementéren
rAAVs wiederholt zu sehr niedrigen Titern an rekombinanten Viren fiihrte. Zwei weitere
Befunde erhidrteten diese Vermutung: Zum Einen, dass in einem Parallelansatz die
Verpackungsplasmide fiir die sc-rAAVs im Vergleich zu den Plasmiden fiir die ss-rAAVs
eine hohere Transgenexpression zeigten, weshalb auch von einem héheren Expressionsniveau
wihrend der Verpackung ausgegangen werden kann. Zweitens war im Rahmen der
Virusproduktion der ss-rAAV-uOR-Vektoren aufgefallen, dass der Virustiter fiir das rAAV-
NSE-Konstrukt am hdochsten, fiir das rAAV-CMV-Konstrukt am niedrigsten, gewesen war.
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Die Verpackung des dritten Konstruktes mit dem CBA-Promotor lieferte Werte, die zwischen
denen mit NSE- und CMV-Promotor lagen, entsprechend der relativen Aktivititen der drei
Promotoren in 293-T Zellen. Auch dies deutete auf eine umgekehrte Korrelation zwischen
Transgenexpression wihrend der Verpackung und den zu erzielenden Virustitern hin. Diese
Beobachtungen stiitzten die Annahme, dass eine starke Expression des p-OR einen effektiven
Verpackungsablauf stéren konnte. Da also eine Interferenz des p-OR  mit
Verpackungsproteinen oder Helferfunktionen angenommen wurde, stellte sich die Frage, ob
eine transiente Runterregulation des Rezeptors widhrend der Vektorgenerierung einen
positiven Effekt auf die Verpackungseffizienz haben konnte. Daher wurden sh-RNA-
Vektoren zur transienten Runterregulation der Flag-uOR-Expression hergestellt. Nach der
Austestung und dem Nachweis der Funktionalitit der sh-RNAs beziiglich effektiver Inhibition
der Expression des pu-OR in Transfektionsversuchen in der Verpackungszelllinie 293-T (s.
Abb. 4.16), wurden diese dem Doppel-Transfektionsansatz fiir die Verpackung von AAVs
zugefiigt. In mehreren Ansdtzen zeigte sich hierbei jedoch kein positiver Effekt der Inhibition
der pOR-Expression auf den zu erzielenden Virustiter. Eine storende Interaktion des
iiberexprimierten pu-OR konnte also mit hoher Wahrscheinlichkeit als Ursache fiir die
schlechte Verpackungseffizienz ausgeschlossen werden.

Fiir das sc-rAAV-Konstrukt pOR-N3 (mit insgesamt 2 kbp an Transgensequenzen) konnte bei
der iiblichen Verpackung immerhin ein Virustiter in Hohe von 1,2x10'° Gp/c erreicht werden.
Dieser ist nicht sehr hoch, sollte aber fiir lokale in vivo Anwendungen ausreichend sein. Dies
ist auch vor dem Hintergrund zu sehen, dass mit diesem sc-rAAV-Vektor eine Flag-uOR
Expression in Western-Blot-Analysen nach Uberinfektion mit Ad2 im Vergleich zu den
beiden anderen sc-rAAVs schon bei einer sehr niedrigen MOI von 150 nachgewiesen werden

konnte (s.Abb. 4.12).

5.4 Funktionelle Testung der rAAV-Vektoren zur Expression des p-Opioid-
Rezeptors

Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten rAAV-Vektoren wurden zuletzt in einer
Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudie hinsichtlich der Fahigkeit einen p-OR spezifischen
Liganden zu binden, iiberpriift. Dieses setzt die korrekte Konformation und Expression der
Rezeptoren an der Zelloberfliche voraus. Bei der Auswahl der Zellen fiir die Durchfiihrung
der Bindungsstudie wurde abgewogen, ob die neuronalen F11 Zellen eingesetzt werden
sollten oder nicht-neuronale HeLa Zellen. In den neuronalen Zellen hitte das vom

neuronenspezifischen NSE-Promotor getriebene Konstrukt prinzipiell auch getestet werden
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konnen. Der Nachteil der F11 Zellen ist allerdings der relativ hohe Spiegel an endogener -
OR Expression (Fan et al., 1992), welche die Expression des rekombinanten Rezeptors
vermutlich weitgehend {iberlagert und maskiert hétte. Ferner hétten die F11 Zellen, um eine
NSE-Promotor Aktivitdit nachzuweisen, differenziert werden miissen (s.Abb. 4.8). Die
Induktion der Differenzierung iiber mindestens 72 h und eine anschlieBende Infektion {iber
48-72 h, hatten die Zellen vermutlich soweit geschadigt, dass sie fiir die Bindungsstudie nicht
mehr geeignet wéren. Zudem konnte im Zusammenhang mit dem NSE-Promotor keine
Transaktivierung, also keine Verstirkung der Genexpression, durch Uberinfektion mit
Adenovirus erwartet werden. Daher war mit einer zu schwachen Flag-uOR Expression des
rAAV-Konstruktes mit NSE-Promotor zu rechnen, um in der Bindungsstudie die spezifische
Ligandenbindung problemlos nachzuweisen. Aus diesen Griinden wurde letztlich auf den
Einsatz von rAAV-NSE-pOR verzichtet und auf HeLa Zellen zuriickgegriffen. In diesen
konnten die zwei ss-rAAV-Vektoren mit CMV- und CBA-Promotor, aber auch das sc-rAAV-
Konstrukt tOR-N3 mit CMV-Promotor iiberpriift werden. Eine Ad2-Uberinfektion konnte
zur Expressionssteigerung eingesetzt werden. Ferner war keine Uberlagerung durch eine
endogene Expression des p-OR zu erwarten. In dem Sattigungsexperiment mit dem p-OR
spezifischen Liganden [’HJDAMGO konnte die u-OR Expression der untersuchten
Konstrukte bestdtigt werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die p-Opioid-Rezeptoren
an der Zelloberfliche exprimiert werden und auf Ebene der Ligandenbindung funktionell
sind. Bemerkenswert war, dass die Affinitdt, mit der der Ligand DAMGO die rekombinanten
p-Rezeptoren gebunden hat, recht hoch war. Die Dissoziationskonstante K, ist ein MaB fiir die
Bindungsaffinitit des Liganden zum Rezeptor (umgekehrte Korrelation). Sie lag im Bereich
zwischen 0,46 und 1,69 nM fiir die rekombinanten u-OR der drei untersuchten Konstrukte
(s.Tab. 4.1). Dieser K4-Wert fiir u-OR ist einzuordnen zwischen der fiir DRG-Neuronen in
vivo bestimmten K4 von 0,2nM (Mohammed Shaqura, Doktorarbeit 2004) und der fiir die
Hydridomzelllinie F11 in vitro bestimmten K4 von 4,5 nM (Fan et al., 1992). Beziiglich der
im Sittigungsexperiment bestimmten maximalen Rezeptoranzahl (Bmax) wurde fiir UF11-
LOR verglichen mit den anderen Konstrukten der hochste Wert bestimmt. Dieses Ergebnis
steht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Western-Blot-Analysen, wo fiir dieses
Konstrukt die stirkste u-OR Expression nachgewiesen werden konnte.

Eine statistische Auswertung wurde aufgrund der zu geringen Anzahl von Experimenten nicht
durchgefiihrt. Somit ist ein direkter Vergleich der Konstrukte aber nicht ohne weiteres

moglich, da experimentelle Schwankungen nicht beriicksichtigt werden kdnnen.
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Einen limitierenden Faktor fiir weitere Untersuchungen stellte die Virusproduktion dar. Zur
Durchfiihrung eines Sattigungsexperimentes miissen relativ grole Proteinmengen zur
Verfiigung stehen. Daher muss, gerade bei geringen Titern der Viruspréparation, viel Virus
fiir die Infektion groBer Zellkulturschalen (@ 14,5cm) eingesetzt werden. Nachdem die
Funktionalitdt des exprimierten p-OR bereits in den initialen Versuchen nachgewiesen
werden konnte, war es daher nicht sinnvoll die aufwendig hergestellten, hochaufgereinigten
rAAV-Priparationen fiir weitere in vitro Versuche zu verwenden. Gerade im Hinblick darauf,
dass ein quantitativer Vergleich in Zellkultur (gerade in den nicht-neuronalen HeLa Zellen)
die in vivo Situation nicht sicher vorhersagen kann, in welcher die rAAVs zur Infektion
neuronaler DRG-Neuronen eingesetzt werden sollen. Ferner ist der Vergleich von sc- und ss-
Vektoren aufgrund der unterschiedlichen Expressionskinetik in vitro in einem limitiertem
Zeitfenster nicht mdglich. Letztlich muss die Austestung und Bewertung der einzelnen
Konstrukte im Tiermodell erfolgen. In den Western-Blot-Analysen und den
Ligandenbindungsstudien wurden die Konstrukte hinsichtlich der Fahigkeit den pu-OR zu
exprimieren und einen spezifischen Liganden zu binden, untersucht. Die Ergebnisse
bestitigten hierbei grundsitzlich die Funktionalitit des Rezeptors. Griinde fiir die relativ
schwache p-OR Expression an der Zelloberfliche sind hierbei vermutlich zum Einen die
geringen Infektionsmultiplizititen (MOI) von ca. 1000, die fiir die Bindungsstudien eingesetzt
wurden. In einem viralen Expressionssystem wird das Expressionsniveau zum grofiten Teil
von der MOI beeinflusst. Mit hoherer MOI hitte die maximale Anzahl von Rezeptoren
(DAMGO-Bindestellen) sicherlich gesteigert werden konnen. Dabei stellt allerdings die
Virusproduktion einen limitierenden Faktor dar, gerade weil fiir die Durchfiihrung eines
Séttigungsexperimentes grofle Virusmengen eingesetzt werden miissen. Ein weiterer Grund
fir die schwache Ligandenbindung konnte ein ineffizienter Membrantransport des
rekombinanten p-OR sein. Dies konnte dadurch bedingt sein, dass nicht alle produzierten
Rezeptoren korrekt gefaltet worden sind, was die Voraussetzung fiir den Transport an die
Zellmembran darstellt. Ferner kénnte es zu einer Uberbelastung des intrazelluliren
Transportweges zur Plasmamembran durch die Uberproduktion des rekombinanten Rezeptors
gekommen sein. Eine intrazelluldre Retention oder verstdrkte Degradation des rekombinanten
Proteins konnte allerdings auf Besonderheiten der nicht-neuronalen Wirtszelllinie HeLa

zurilickzufiihren sein, mit denen in neuronalen Zielzellen in vivo nicht zu rechnen wire.

87



Diskussion

5.5 Ausblick

Alle hergestellten Verpackungsplasmide, sowohl zur Generierung einzelstrangiger als auch
doppelstrangiger, selbstkomplementirer rAAV-Vektoren exprimierten den p-OR nach
Transfektion. Es folgte die Verpackung in AAV-2 Kapside, wobei Viruskonzentrationen von
1 x 10" bis zu 1 x 10" Genomischen Partikeln pro ml erreicht wurden. Die Infektion von
HeLa Zellen mit den rekombinanten Vektoren fiihrte zum Nachweis der Transgenexpression
und der Ligandenbindungsfihigkeit der rekombinanten Rezeptoren (auBler fiir das NSE-
Promotor getriebene Konstrukt aufgrund eines zu schwachen Expressionslevels).

Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten rAAVs unterscheiden sich von bisher in anderen
Arbeitsgruppen untersuchten Vektoren zur Expression des p-OR zum Einen durch die
Verwendung alternativer Promotoren im Kontext einzelstringiger AAVs. Zum Anderen
wurde hier ein selbstkomplementirer rAAV-Vektor fiir die p-OR Expression hergestellt, der
sich gegeniiber den einzelstringigen Vektoren durch eine schneller einsetzende und insgesamt
hohere Transgenexpression in vivo auszeichnen sollte. Alle hergestellten Konstrukte stehen
einer funktionellen Untersuchung im Tiermodell zur Verfiigung. Hierbei sollen die Vektoren
zur moglichst selektiven Infektion der Ganglien schmerzweiterleitender Hinterwurzelneurone
(dorsal root ganglions = DRGs) eingesetzt werden. In den DRGs findet die kdrpereigene
Synthese von Opioid-Rezeptoren statt mit anschlieBendem Transport an die Nervenperipherie,
wo sie exprimiert werden (s.Abb. 1.6). Nach Bindung endogener oder exogener Agonisten
entsteht letztendlich die schmerzhemmende Wirkung.

Exogene Opioide, wie das Morphin, die sehr hdufig, vor allem zur Bekdmpfung starker bis
sehr starker Schmerzzustinde eingesetzt werden, entfalten ihre Wirkung iiber den p-OR. Die
bei langerfristiger Anwendung exogener Opioide auftretenden, erheblichen zentralen
Nebenwirkungen im Rahmen der Behandlung chronischer Schmerzzustéinde limitieren jedoch
héufig den notwendigen Einsatz. Das langfristige Ziel der Arbeit ist es also eine verstérkte
Opioidanalgesie bei verringerter exogen zugefiihrter Opioiddosis zu erreichen. Hierzu soll die
p-Opioid-Rezeptordichte an den peripheren Nervenendigungen durch die rekombinanten
Vektoren erhoht werden und zu einer gesteigerten, durch Morphin erzeugten
Schmerzreduktion fiihren. Dieser verstirkte Effekt des Morphins oder anderer exogener
Opioide beruht auf einer lokalen Wirkungssteigerung und kann unter Umgehung zentral
bedingter Nebenwirkung genutzt werden.

Die ,,Applikation* der rekombinanten Viren kann hierbei {iber verschiedene Zugangswege

erreicht werden. Es bietet sich einmal die direkte Injektion in DRGs oder in den Ischiasnerv
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mit retrogradem Transport {iber die afferenten Nervenfasern an. Bei beiden Verfahren miissen
die DRGs bzw. der Ischiasnerv zunichst chirurgisch freigelegt werden. Beide Verfahren
fiihren zu vergleichbaren Infektionsraten in den DRGs (Wu et al., 2003). Ein moglicherweise
einfacher durchzufithrendes Verfahren wurde von Storek et al. beschrieben. Die Injektion der
rekombinanten Viren in den Intrathekalraum durch Katheterisierung des Liquorraumes iiber
eine Lumbalpunktion wird hier als ein standardisierbares Verfahren beschrieben, was
ebenfalls zu einer effektiven Infektion von DRGs fiihrt (Storek et al., 2008). Die Verpackung
der hergestellten Konstrukte in AAV-8 Kapside konnte hierbei zur Steigerung der Selektivitdt
und Effektivtit der DRG-Infektion genutzt werden (Storek et al, 2008). Die
Transgenexpression kann durch immunohistochemische Methoden und der Effekt der
gesteigerten p-Opioid-Rezeptordichte schlieBlich durch Verhaltensuntersuchungen zur
Schmerzmessung (wie Hargreaves- oder Randall-Sellito-Methode) iiberpriift werden. Hierbei
kann die Wirksamkeit von Morphin vor und nach Injektion desselben im Vergleich zu
gentherapeutisch unbehandelten Versuchstieren liberpriift werden.

Im Hinblick auf die Schmerztherapie konnten von diesem gentherapeutischen Ansatz in
Zukunft vor allem Patienten profitieren, die z.B. aufgrund einer malignen Tumorerkrankung
unter chronischen Schmerzzustinden leiden. Die Applikation der rAAVs konnte zu einer
verstirkten Opioidanalgesie unter Umgehung zentraler Nebenwirkungen fithren und eine

dauerhafte und ausreichend starke Schmerztherapie gewéhrleisten.
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7. ANHANG

7.1 Zusammenfassung

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war die Optimierung einer durch rekombinante Adeno-
assozierte Viren (rAAV) vermittelten spezifischen Expression des p-Opioid-Rezeptors (-
OR) in neuronalen Zellen. Fiir die Expression von p-OR wurden Kombinationen
verschiedener Promotoren sowie alternativer Vektortypen (einzelstrangig vs. doppelstringig)
konstruiert und in nicht-neuronalen und neuronalen Zellen auf Expression getestet. Die
iibergeordnete Zielstellung fiir die in vivo Applikation besteht dabei in der lokalen Erhdhung
der p-Opioid-Rezeptordichte an den Endigungen peripherer Nerven. Dies wiirde zu einer
selektiven Verstidrkung der peripheren Opioidanalgesie bei gleichzeitiger Vermeidung von
Nebenwirkungen der Opioide im zentralen Nervensystem fiihren.

Es wurden zunidchst verschiedene Promotoren fiir die p-OR Expression im Kontext
einzelstrangiger (ss) rAAV-Vektor-Plasmide verglichen: die Enhancer/Promotor-Region des
IE1-Gens des humanen Cytomegalievirus (CMV), der CMV-chicken-3-Actin
Hybridpromotor (CBA) und der Promotor der Neuronen-spezifischen Enolase (NSE). Im
Kontext eines selbstkomplementéren (sc) rAAV-Vektors konnte aus Griinden der maximalen
VerpackungsgroBBe nur der CMV-Promotor eingesetzt werden. Nach Transfektion nicht-
neuronaler und neuronaler Zelllinien konnte mit den entsprechenden Plasmid-Konstrukten
eine p-OR Expression nachgewiesen werden, wobei die Expression durch den stark neuronen-
spezifischen NSE-Promotor nur in differenzierten neuronalen Zellen nachweisbar war. Alle
Vektorkonstrukte konnten als rekombinante AAV-Vektoren verpackt werden. Die
Viruspriparationen wurden iiber Dichtegradientenzentrifugation und anschlieBender
Affinititschromatographie hochgereinigt. Dabei wurden Virustiter im Bereich von 1 x 10" bis
1 x 10" genomischen Partikel pro ml erreicht. Bei der Testung der pOR-rAAV Vektoren
nach Infektion in Zellkultur konnte eine Expression von p-OR in Immunoblot-Analysen
nachgewiesen werden. In Bindungsversuchen mit radioaktiv markierten Liganden fiir u-OR
wurde die korrekte Lokalisation und Funktionalitit der rekombinant exprimierten p-Opioid-

Rezeptoren an der Oberfldche der infizierten Zellen nachgewiesen.

Das im Rahmen der Doktorarbeit hergestellten Panel an rAAV-Vektoren bietet sich je nach
Fragestellung fiir eine zelltyp-unabhéngige, breite (CMV- oder CBA-Promoter) oder selektiv

neuronen-spezifische (NSE-Promoter) Expression des p-OR an. Ein klarer Fortschritt fiir die
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Applikation in vivo ist die Konstruktion eines selbstkomplementdren AAV-Vektors, da diese
sich gegeniiber einzelstrangigen AAV-Vektoren durch eine schneller einsetzende und

insgesamt hohere Transgenexpression auszeichnen.

Alle hergestellten Konstrukte stehen der funktionellen Untersuchung im Tiermodell zur
Verfiigung. Bei selektiver Infektion schmerzweiterleitender Hinterwurzelneurone des
Riickenmarks wird erwartet, dass der u-OR nach Expression in der Nervenperipherie durch
Bindung von Agonisten (z.B. Morphin) seine schmerzhemmende Wirkung entfalten kann.
Vor allem chronische Schmerzpatienten, bei denen ein langerfristig notwendiger Einsatz von
Opioiden durch die erheblichen, zentralen Nebenwirkungen limitiert ist, konnten in Zukunft

von diesem gentherapeutischen Ansatz profitieren.

7.2 Summary

The topic of this work was the optimisation of recombinant adeno-associated virus (rAAV)
mediated p-opioid receptor (u-OR) expression in neuronal cell lines. Combinations of
different promoters and AAV vector types (single-stranded vs. self-complementary) were
constructed and p-OR expression was tested in non-neuronal and neuronal cell lines. The
study aims at up-regulation of p-opioid receptors in peripheral nerve terminals in vivo. This
selective local increase is assumed to potentiate the antinoceptive effects of opioid analgetics,
thus avoiding undesired systemic side effects. First, different promoters were compared in the
context of the single-stranded (ss) AAV-vector design: The immediate-early promoter-
enhancer region of human cytomegalovirus (CMV), the CMV-chicken-B-actin hybrid
promoter (CBA) and the neuron-specific enolase promoter (NSE). In the context of self-
complementary (sc) AAV vectors only the CMV promoter could be used due to the limited
overall packaging size. Transfection of non-neuronal and neuronal cells led to detectable p-
OR expression for all AAV vector constructs; the expression driven by neuron-specific NSE-
promoter, however, was restricted to differentiated neuronal cells. Highly purified rAAV
vector stocks were produced and purified by density-gradient centrifugation and affinity
chromatography. Vector titers of 1 x 10" to 1 x 10" genomic particles per ml could be
achieved. Immunoblot analysis detected p-OR expression upon AAV vector transduction in
cell culture. The correct localisation and functionality of u-OR on the cell surface of rAAV-
infected cells could be demonsrated in a binding study with a specific radioactively-labelled

ligand.
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The p-OR expressing AAV vectors generated here can be applied either for cell-type-
independent, ubiquitous (CMV- or CBA-promoter) or for restricted, neuron-specific (NSE-
Promoter) expression of u-OR. A major achievement for high-level p-OR expressing is the
construction of a self-complementary AAV vector. These show faster onset and superior gene

expression in vivo compared to ss-AAV vectors.

The newly constructed pu-OR expressing AAV-vectors are available for functional analysis in
animal models. Upon selective infection of primary afferent neurons of the spinal cord, the p-
opioid receptors can execute their analgesic effects by enhanced binding of agonists (e.g.
morphine) at the sensory nerve terminals. The approach is especially helpful in patients with
chronic pain who depend on long-term treatment with opioids. Since dose escalation of the
drugs is limited because of severe side effects, these patients would especially profit from a

gene therapeutic approach of site-specific receptor enhancement.
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7.3 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Grinden in der elektronischen Version
meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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