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1 Einleitung

1. Einleitung

1.1. Der Molybdan-Cofaktor

Molybdén ist ein wichtiges Spurenelement, das voga@ismen aufgenommen und in
Enzyme eingebaut wird. Diesen Enzymen ist ein nutiylhaltiger Cofaktor
gemeinsam, der an wichtigen Redoxreaktionen im ajéob Kohlenstoff-, Schwefel-
und Stickstoffhaushalt beteiligt ist. Der sogenankiiblybdan-Cofaktor (MoCo) ist fur
alle Molybdan-abhéngigen Enzyme essentiell und wiaich den Einbau von
Molybdan in ein Tragermolekil namens Molybdoptegebildet [1]. Eine Ausnahme
stellt die eubakterielle Nitrogenase dar, welcheeriEisen-Molybdan-Cofaktor besitzt
und damit in der Lage ist Luftstickstoff zu fixierg2]. Die Hauptaufgabe beider
Cofaktoren stellt die Kontrolle der Redoxeigenstdrafvon Molybdéan dar, welches
Uber Schwefelgruppen des Pterin-Tragermolekils k&brkoordiniert ist.

Die Bildung dieses MoCo ist ein ubiquitarer und tiaanservierter Stoffwechselweg,
der zuerst in Bakterien [1] und spater auch im rollichen Organismus [3] entdeckt
wurde. An der humanen MoCo-Biosynthese sind dielikte von vier Genen beteiligt
Die von MOCS1 (molybdenum cofactor synthediy exprimierten Proteine MOCS1A
und MOCS1B wandeln Guanosinderivate (GTP) in zgkks Pyranopterinmono-
phosphat (cPMP) umMOCS2kodiert fur die kleine (MOCS2A) und grol3e (MOCS2B)
Untereinheit der Molybdopterinsynthase, die die Wndlung von cPMP in das
Tragermolekil Molybdopterin (MPT) katalysiert. DiMolybdopterinsynthase muss
durch eine Sulfotransferase aktiviert werden, dis Brodukt deSIOCS3Gens ist. Der
letzte Schritt in der MoCo-Bildung, die Adenyliequnles MPTs und der Einbau des
Molybdans, wird durch das multifunktionale EnzympBgrin (Produkt vonGEPH)
katalysiert. Gephyrin ist, neben seiner Funktiord@n MoCo-Biosynthese [4], auch an
der postsynaptischen Aggregation von Glycin-Rezeptobeteiligt [5]. Nach der
Insertion des Molybdans wird der MoCo in das emspende Apoenzym eingebaut
(siehe Abb. 1.).
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MOCS2
a)
MOCS!1 kleine und groBe Untereinheit der
Molybdopterinsynthase
Guanosin- . > ¢PMP 7—7’ Molybdopterin (MPT)
Derivate  \iocs1A MOCSIB
MOCS2A-SH MOCS2A-OH Mg-AMP.
+ + Adenylierung
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‘\_/ . Molybdin-
adenyliertes [nsertion
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si s~ \/
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= 0o H,N Y N 0 Ny H,N v N 0 N
LRGN N o i 07 Xy H 0 X,
cPMP Molybdopterin Aktiver MoCo

Abb. 1.1.: a) Uberblick tiber die humane Molybdarfe®mr-Biosynthese b) Struktur der Zwischenprodukis
Biosyntheseweges und des Molybdén-Cofaktors [3, 6].

Mehr als 40 verschiedene Molybdan-abhangige Enzgmd bis jetzt beschrieben
wurden, drei davon im menschlichem Organismus: itSulflase (SOX),
Xanthindehydrogenase (XDH) und Aldehydoxidase (AD&Y].

1.2. Die Molybdan-Cofaktor-Defizienz

In MoCo-defizienten Patienten ist die Bildung dee@d durch Mutationen in drei der
vier beteiligten GeneMOCS1 MOCSZ2 und GEPH) unterbrochen, was zum Verlust
der humanen Enzyme SOX, XDH und ADH fiihrt. Dusdral. beschrieben 1978 zum
ersten Mal ein Kind mit kombinierter SOX (OMIN 273 und XDH-Defizienz
(OMIN 278300) [8]. Zwei Jahre spater fuhrten Johmabal. diese Krankheit auf einen
Defekt in der MoCo-Biosynthese zuriick [9].

Der gemeinsame Phanotyp der MoCo- und SOX-Defizian#asst verschiedene
neurologische Abnormalitaten, ektope Augenlinsenicrdtephalie und mentale

Entwicklungsstorungen. In Abb. 1.2. sind die ch&eaktischen aufgedunsenen
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Wangen, eine verlangerte Oberlippenrinne, die sthidase und eine Microcephalie zu

erkennen [10].

» VY {

Abb. 1.2.: Patienten mit Molybdén-Cofaktor-DefiZga und b) oder isolierter Sulfitoxidase-Defizi¢oy

Die klinischen Merkmale der MoCo-Defizienz sind \adlem auf die inaktivierte SOX
zurtckzufihren, da Patienten mit einer isolierte@XPefizienz vergleichbare
Symptome aufweisen [11]. Bei beiden Patientengmpgeten erhdohte Werte von
Sulfit, Thiosulfat, S-Sulfocystein und Taurin auf.

Die SOX ist am Abbau der schwefelhaltigen Aminosa@u€ystein sowie Methionin
beteiligt und katalysiert die Oxidation von Suliiit Sulfat [12]. Eine fehlende SOX-
Aktivitat fuhrt zur Akkumulation von Sulfit und aeden Metaboliten des katalytischen
Stoffwechselweges der Schwefelhaltigen Aminosauga. Anhaufung von Sulfit im
Organismus hat die Inaktivierung von Proteinen delitod zur Folge [13-15].

Die hohen Werte von S-Sulfocystein sind auf die KRea von Sulfit mit Cystein
zurtckzufihren. S-Sulfocystein ist Glutamat stroédiu ahnlich, welches einen
wichtigen exzitatorischen Neurotransmitter im Gehdtarstellt, der NMDA-, AMPA-
und Kainat-Glutamatrezeptoren aktiviert. Erhohtet&inat-Konzentrationen fuhren zu
einer verstarkten Aktivierung der Rezeptoren unaitiau einer Exzitotoxitat [16]. Der
folgende tUiberméaRige Einstrom von?Claewirkt eine Aktivierung von Proteinkinasen,
Phospholipasen und Synthasen [16-17], die direker othdirekt durch z.B.
Radikalbildung die Zelle schadigen. Die bei der fsbgung des NMDA-Rezeptors

ausgelosten Prozesse fuhren zu einem verzogertatotexischen Tod der Neurone
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[18]. Verstarkt wird der Effekt dadurch, dass Sullie Glutamatdehydrogenase in
neuronalen Zellen inaktiviert. Das fuhrt zur Anhing von Glutamat, zu einer
verringerten ATP-Synthese, sowie zu einer eingesditen Verflugbarkeit voruo-
Ketoglutarat und andern Zitronensaurezyklus-Zwisghedukten. Aufgrund des
Energieabfalls, der durch die verringerte ATP-Sgethbedingt ist, kommt es zu einer
Fehlfunktion der Mitochondrien und zum Zelltod [19Vlicroarray-Analysen des
Gehirns MoCo-defizienter Mausen zeigten aul3erdexss @4 Gene dereguliert waren.
Ein wirksamer Induktor von Apoptoseprozessen, Lgioc2, war zum Beispiel um das
100-fache gesteigert [20].

MoCo-defiziente Patienten zeigen auch erhdhte MermgeXanthin, Hypoxanthin und
verringerte Mengen an Harnsaure im Urin, wodureh lbochemische Unterscheidung
zwischen MoCo- und SOX-Defizienz moglich ist. DiearXhinoxidoreduktase
katalysiert den finalen Schritt des Purinabbaus,jméer Bildung der Harnsaure endet.
Das Enzym kann in zwei verschiedenen Formen esgstidDie Xanthindehdyrogenase
(XDH) verwendet vorzugsweise Nicotinsaureasaidenin-Dinukleotid (NAD) als
Elektronenakzeptor, wohingegen die Xanthinoxidaselekularen Sauerstoff als
Akzeptor nutzt [21-23]. Da im humanen Gewebe mii&D" als Elektronenakzeptor
fungiert [24-25], wird im Rahmen dieser Arbeit vder XDH gesprochen.

Die XDH katalysiert die Umwandlung von Hypoxanthund Xanthin zu Harnsaure
[23]. Hypoxanthin kann durch die Hypoxanthin-GuaRimosphoribosyl-Transferase zu
in einem gewissen Male recycelt werden. Wird abantin durch die XDH nicht
mehr abgebaut, sammelt es sich im Blut, im Urin imder Niere an. Xanthin besitzt
eine sehr geringe Loslichkeit, so dass sich inNiere Xanthinsteine bilden, welche,
vergleichbar mit Harnsteinen, starke Schmerzenrsaohen konnen. In einigen Fallen
fuhrt die Verstopfung der Nierentubuli durch Xamblagerungen zu einem akuten
Nierenversagen [24].

Die ADH teilt viele biochemische Eigenschaften Bubstratspezifitaten mit der XDH.
Eine isolierte Form der ADH-Defizienz wurde bis zgethoch nicht beschrieben.
Patienten mit einer kombinierten ADH und XDH-Deéimz zeigten keine ernsten
klinischen Konsequenzen [26]. Das deutet darauf kiass eine isolierte ADH-

Defizienz keine klinischen Auswirkungen zur Folge.h
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1.3. Die Unterteilung der MoCo-Defizienz

Ein wichtiger Schritt zum Verstédndnis der Genetiker d MoCo-Defizienz
(OMIM 252150) war die Identifizierung von zwei Kohementationsgruppen durch die
Cokultivierung von verschiedenen Patientenfibrolglad27]. Etwa 60% der Patienten
gehdren zur Gruppe A, die Mutationen MOCS1Gen aufweisen [3] und somit nicht
mehr in der Lage sind cPMP zu synthetisieren [P&itienten der Gruppe B kdnnen
durch eine Mutation iINMOCS2Gen kein Molybdopterin mehr bilden [29]. Patienten
der Gruppe C tragen Mutationen BEPH-Gen und kdnnen durch die ausbleibende
Molybdan-Insertion keinen aktiven MoCo formen [dijehe Tabelle 1.1.).

Betroffenes Anzahl Patienten

Protein (n) Haufigkeit (%) Komplementationsgruppe
MOCSI1A 40 51 A
MOCS1B o) 12
MOCS2A 7 9 o
MOCS2B 16 21
GEPH 1 1 .
Unbekannt 5 6

Tabelle 1.1.: Mutationsverteilung unter 77 Patiemtet kombinierter MoCo-Defizienz (unveréffentliehDaten
Prof. Dr. Reiss, Universitatsklinikum Géttinger§[30-32])

Bis zum heutigen Tage wurden annahernd 50 nicheimaibhder verwandte Familien
molekulargenetisch analysiert und tber 100 Falle MeCo-Defizienz diagnostiziert
[28]. In den an der MoCo-Biosynthese beteiligtem&esind bis jetzt 46 verschiedene
krankheitsverursachende Mutationen bekannt. In fakén Fallen fihrten die
Mutationen zum Tod der Patienten ([10, 28, 30-32] unverdffentlichte Daten Prof.

Dr. Reiss, Universitatsklinikum Géttingen).

1.4. Tiermodell der MoCo-Defizienz Typ A

Zur Untersuchung der molekularen Prozesse der Ketdentstehung und méglicher
Therapien wurde eiKknockoutModell fur die MoCo-Defizienz Typ A etabliert. Daf
wurde ein komplettes Exon des murindfocstGens, welches homolog zu dem
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humanen MOCS1Gen ist, durch die homologe Rekombination mit eine
Disruptionsvektor entfernt. Dies&ocsEKnockoutMause weisen einen schweren
Phanotyp auf, der die biochemischen Charakteristita MoCo-Defizienz Typ A
wiederspiegelt. Die murine MoCo-Defizienz mit Muteten imMocstGen wird, wie
bei der humanen Form, als monogenetische, autosexedsive Krankheit vererbt.
Wie beim Menschen zeigten die heterozygotdiocstdefizienten Mause keine
Anzeichen fur eine MoCo-Defizienz. Aber die homoatgn Tiere starben zwischen d 1
und d 11 nach der Geburt. Biochemische AnalyserhderozygotMocstdefizienten
Mause zeigten, dass weder Molybdopterin, noch HeveaCofaktor gebildet wurden.
Wie die humanen Patienten schieden die Tiere eeh®alfit- und Xanthin-Mengen mit
dem Urin aus. Die homozygoten Tiere zeigten dieicgn biochemischen
Abnormalitaten, wie sie fur Menschen mit MoCo-Dedfiz Typ A beschrieben wurde
[33]. Die MocstKnockout-Méause konnten somit fur die Untersuchtimgyapeutischer
Konzepte fur diese bisher unheilbare Krankheit egraet werden.

1.5. biochemische Substitutionstherapie amocsldefizienten
Mausen mittels cPMP

Eine mogliche Therapieform ist das Zufiihren (didos$iution) des fehlenden Gen-

Produkts bzw. Stoffwechselproduktes. Der MoCo geliss aber aufR3erhalb der

schitzenden Umgebung der Molybdan-abhangigen Agoemaufgrund seiner hohen

Sauerstoffsensitivitat extrem instabil [34] und &iime Substitutionstherapie somit nicht
geeignet. Versuche, ihn synthetisch herzustelleigien keine Erfolge.

Bei Patientenfibroblasten von Typ B der MoCo-Defiz wurde beobachtet, dass sie
cPMP, das Produkt deaiOCSZcodierten Proteine, akkumulierten und ins Medium
abgaben. Kultivierte man diese Zellen zusammenFihitoblasten von Patienten mit

MoCo-Defizienz Typ A, nahmen diese das cPMP aufs wear Restauration der

Molybdén-abhangigen Enzyme fuhrte [27]. Diese Expente deuteten darauf hin,

dass dieses Stoffwechselzwischenprodukt der Mo©@syBithese fahig ist Membranen

zu passieren. Aul3erdem wurde gezeigt, dass das aRWFumanen Fibroblasten

identisch mit dem bakteriellen cPMP ist [35-36]ndalie Biosynthese des Molekiils ist
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in allen Organismen hochkonserviert [37-39]. SorkercPMP aug&scherichia coliin
einem dreistufigen HPLC-Chromatographie-Verfahreafgereinigt und Mocskt
defizienten Mausen injiziert werden. Das Hauptaugentk der Behandlung lag in der
Restauration der SOX, da deren Aktivitatsverlust Heuptgrund fir den letalen
Phanotyp der MoCo-Defizienz ist. Der Phénotyp dexd-Defizienz wurde durch die
Behandlung erheblich verbessert (siehe Abb. 148)) [

Abb. 1.3.: cPMP-Substitutionstherapie: 6 d alte dypmaus (links) im Vergleich miMocsZtdefizienten
Geschwistern ohne (Mitte) oder mit cPMP-Behand(pechts) [40].

Jedoch traten in einem Alter um 70 d postnatal lBrob auf, die auf eine verminderte
XDH-Aktivitat zurtickzufihren sind. Wahrend die bekte SOX-Aktivitat ausreichte,
die vom Sulfit verursachten Symptome vollstandifgabieben, fihrte die verminderte
XDH-Aktivitat in den Mausen zu vermehrten Xanthiteagerungen in den Nieren. Was
im Menschen selten Probleme bereitet, fuhrte imimear Organismus zum gehauften
Auftreten akuter Nierenbeschwerden [40].

Nach verschiedenen Behandlungsschemata und unesiscdhen Mengen an cPMP
wurde die Korrelation zwischen injiziertem cPMP uder Lebensdauer sichtbar. In
Hinblick auf die Anwendung bei menschlichen Pagengollte deshalb in dieser Arbeit
untersucht werden, ob eine weitere Erhéhung derR:®RMnge zu einer Verlangerung

der Lebensdauer fuhrt und zur Verringerung von Kiaaiblagerungen in der Niere.
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1.6. Alternative Substitutionstherapie mit pflanzlicher
Sulfitoxidase

Die Substitutionstherapie mit cPMP kann bei Pagiemhit Mutationen ilMOCS2Gen
nicht angewandt werden. Da MPT, das Produkt der {8iithase (Heterodimer aus
MOCS2A und MOCS2B) im aufgereinigtem Zustand sefstabil ist, muss eine
Alternative fur die Behandlung der MoCo-DefizienypTB gefunden werden. Der
MoCo ist fur die Enzyme SOX, XDH und ADH essentieledoch sind die
phanotypischen Merkmale der MoCo-Defizienz vor rallauf den Verlust der SOX
zurtckzufihren [19-20, 41-42]. Aus diesem Grund deur eine mdogliche
Substitutionstherapie mit aufgereinigter SOX inrBeht gezogen.

Die SOX katalysiert die Oxidation von Sulfit zu il mit dem physiologischen
Elektronenakzeptor Cytochrom Sie spielt eine entscheidende Rolle in der okidat
Degradation von schwefelhaltigen Aminosauren, wigst€in und Methionin, und
schwefelhaltiger Membran-Komponenten im tieriscl@mganismus. Die bedeutende
Rolle der Sulfitoxidase fur den Menschen bei detoRi&izierung von Sulfit wird durch
neurologische Abnormalitéaten deutlich, wie sie der isolierten SOX-Defizienz und
MoCo-Defizienz zu beobachten sind [13]. Die tignscSOX ist im mitochondrialen
Intermembranraum lokalisiert und liegt in seinetivadn Form als Homodimer mit einer
apparenten molekularen Masse von 101-110 kDa \&jr [Zie aus Vertebraten isolierte
SOX lasst sich proteolytisch in zwei distinkte Daraa spalten [43], wobei die kleinere
etwa 10 kDa groRe Domane ein Cytochrom Oegyps als prosthetische Gruppe
enthalt und die gréRere C-terminal liegende Dom@®kDa) einer MoCo-Domane
entspricht. Sie katalysiert folgende Reaktion:

S03~ + H,0 + 2(Cytochrom c),y — SO%~ + 2(Cytochrom c)eq + 2H*

Die pflanzliche Sulfitoxidase (PSO) gehort wie dierische SOX zur Familie der
Molybdan-abhéangigen Enzyme. Die Analysen der cDNe#fenz der PSO und der
genomischen Struktur des Gens zeigten die Abwesgeeimer im Vergleich zur
tierischen SOX am N-Terminus liegenden Ham- Domdesbs-Typs. Die PSO ist in

Peroxisomen lokalisiert und reagiert nicht mit @ytmom c [44-45]. Hanschet al.
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(2006) identifizierten O2 als physiologischen Elektronenakzeptor der PSO .[46]
Folgende Reaktion katalysiert die PSO:

S03~ + H,0 + 0, —» S0%™ + H,0,

Auch wenn man die tierische SOX aus Rattenleberéiyddn und humanen Gewebe
aufgereinigt hat, konnte man diese nicht fur einbsHtutionstherapie verwenden. Sie
nutzen fir den Sulfit-Abbau Cytochroerals Elektronenakzeptor, was hauptsachlich im
mitochondrialen Intermembranraum vorkommt. Das ‘awmfdéen eingebrachte Enzym
wurde nicht dahin transportiert werden. Anders &kras sich mit der PSO. Es konnte
nachgewiesen werden, dass das Enzym das kleinstghdidm-abhangige Enzym in
Eukaryoten ist. Die PSO besitzt keine Ham-Doméaoadsrn nur die MoCo-Domane,
die fur die Detoxifizierung verantwortlich ist [45Auf Grund dieser Eigenschaften der
PSO, stellte sich die Frage, ob eine Substitutiearapie mit dem aufgereinigtem
Enzym mdglich ist.

1.7. Somatische Gentherapie am Modell delMocsl-
defizienten Mausen

Bis lang konnte nur die cPMP-SubstitutionstherapieMausmodell etabliert werden.
Diese Therapie ist theoretisch auch beim Menschéglialm, wirde aber wochentliche
Injektionen von cPMP wahrend des ganzen Lebensdenfio. Sowohl cPMP, als auch
die molybdanabhangigen Enzyme weisen eine sehrekdalbwertszeit auf [47-48].
AulRerdem stellt die Herstellung des cPMP und deS¥seabreichung einen erheblichen
finanziellen Aufwand dar, der auf ca. 200.000 Epiro Jahr und Patient geschatzt wird
(Schwarz, personliche Mitteilung).

Die MoCo-Defizienz wird durch Mutationen in Geneerursacht, deren Produkte an
der MoCo-Biosynthese beteiligt sind. Deshalb wudie somatische Gentherapie als
Behandlungsalternative zur cPMP-Injektion in Befttagezogen, bei der das inaktive
Gen ersetzt oder repariert wird.
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Obwonhl bereits 1995 die erste Gentherapie am Mamsbleschrieben wurde [49], sind
derartige Verfahren in ihrer Anwendung noch wetfemt vom klinischen Alltag. Nach
wie vor stellt das Einbringen und die langfristigabile Expression eines
rekombinanten funktionellen Gens in die entspredbarZielzellen das grof3te Problem
dar. Zur Auswahl stehen verschiedene Transfermethodie von nackter Plasmid-
DNA [50] bis zu viralen Vektoren reichen [51].

FUr eine somatische Gentherapie, bei der das entakn ersetzt werden soll, wird eine
Expressionskassette bendtigt die, wie im FalleMi@Co-Defizienz Typ A, Bestandteile
des MOCS1Gens enthalt. In vorangegangen Experimenten wermde Expressions-
kassette hergestellt, die die codierenden Sequefizedie Proteine MOCS1A und
MOCSI1B beinhaltet. Da bislang keine geeignetenk@ngier zur Untersuchung dieser
Proteine vorhanden sind, musste eine AlternativeUterprifung der Funktionalitét
der Expressionskassette gefunden werden. Aus di€senmd wurden transgene Mause
etabliert, welche zusatzlich zu zwei defekteocstGenen die MOCSE
Expressionskassette tragen [52]. Im Rahmen diedegitAsollte untersucht werden, ob
das eingebrachte Transgen den Phanotyp der MoGai®ef aufheben und somit die
Funktionalitat nachgewiesen werden kann.

In ersten Versuchen wurde di@OCSZIExpressionskassette als nackte Plasmid-DNA
mittels hydrodynamischer Schwanzveneninjektionen Ntocstdefiziente Mause
appliziert. Jedoch konnte damit der Phanotyp delCh®efizienz nicht verbessert
werden [52]. Die generellen Nachteile von nicht@ra Vektoren liegen in der
geringeren Effektivitat und der kiirzeren Expresse@uer im Vergleich zu den viralen
Vektoren.

Aus diesem Grund ist es wichtig, flr die somatisGemtherapie der Moco-Defizienz
auch virale Vektoren in Betracht zu ziehen. Viralkektoren basieren auf
unterschiedlichen Viren und werden in integrativel unichtintegrative eingeteilt. Auf
Adeno-assoziierten Viren (AAV) und Retroviren (ahkef3lich Lentiviren und
Foamyviren) basierende Vektoren besitzen die Fé&ltigkr virales Genom in die
chromosomale DNA der Wirtszelle zu integrieren tiftten unter Umstanden zu einer
lebenslangen Genexpression. Nichtintegrative Vekistellen die auf Adenoviren (Ad)
und Herpes Simplex Viren (HSV) basierenden Vektatan Sie bringen ihr Genom

ebenfalls in den Kern von Zielzellen ein, wo esrdaher episomal persistiert.
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In vielen gentherapeutischen Versuchsansatzen sswisich die auf AAV basierenden
Vektoren als besonders geeignet. AAV ist ein Médlider Familie der Parvoviridae.
Der Virus ist nicht in der Lage, sich selbst zulimeren und ist nicht pathogen. Wie der
Name bereits sagt, findet die Replikation nur ins@amenhang mit einer Coinfektion
von Helferviren (Ad und HSV) statt [53]. Die Abwesdeit eines Helfervirus fuhrt zu

einer dauerhaften Infektion, die eine stabile Iraégn des AAV-Genoms in die

AAVS1-Stelle auf dem Chromosom 19 einschlieRen Kadh

AAV-Virione sind kleine unverpackte Partikel (20-8&), die eine lineare

einzelstrangige DNA mit einer Grol3e von 4.7 kb éragAufgrund der relativ kleinen

GrolRe werden fur die Herstellung der AAV-Vektordie airalen Gene deletiert (siehe
Abb. 1.4.).

a) b)
AAV ssGenom (4.7 kb) / \
ITR rep cap ITR
| ] | |
Replikation Capsidhiille
Vektorgenom Proteine fiir
R IR Virushiille
= Transgen ] I~ Transgen
Vektorkonstrukt [~ Transgen L.
Helferplasmide filir Hiillproteine . /
Verpackungszelllinie I
Ad-Helferplasmide |- TransgenH] By T |

Abb. 1.4.: AAV-Vektoren. a) Das AAV-Genom bestebs alen Generep (Replikation) undcap (strukturelle
Proteine), die von deinverted terminal repeatdTRs) flankiert sind. Im rekombinanten AAV-Vekkanstrukt
werden digep- undcap-Gene durch einen Promotor und transgenen Sequaunggetauscht. Thiep- undcap
Gene werden wahrend der Viruspartikel-Produktion sogenannten Helferplasmiden exprimiert. Auf3erdem
werden Proteine von Helferviren wie Adenoviren (Adhotigt, ohne die die AAV-Replikation nicht diatien
kann. Ein Teil dieser Proteine liegt als Helferplate vor. Der andere Teil wird von der Verpackuedfizie
selbst exprimiert (violett). b) Der AAV-Vektor wirdurch die gleichzeitige Expression des Vektorkoktgs und

der Helferplasmide hergestellt. Die einzelstrangiigesgene Vektor-DNA wird in die Hullproteine vagat und
durch Zelllyse freigelassen (nach Kootstral, 2003 [53])
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Das hat den Vorteil, dass dadurch auch die Mengmamunogenem Material reduziert
wird. Dennoch bleibt neben den kodierenden Sequemnznig Raum fur optimale
Promotorsequenzen [55]. Das AA¥p-Protein ist fur die Replikation erforderlich und
dessen Deletion fuihrt zum Verlust der Integratioreenem spezifischen Lokus auf dem
Chromosom 19. Es wurde jedoch gezeigt, dass geat@de rep-Deletion die AAV-
Vektoren zu einer langfristigen episomalen Bestgkelt befahigt. Nur zu einem
geringen Prozentsatz integriert der AAV in Abwesahldesrep-Proteins [56]. Die
Fahigkeit der AAV-Vektoren, ohne die Auslésung eifstzindung eine Latenz in
Zellen herbeifiihren zu kénnen, sollte im RahmerseatieArbeit genutzt werden, die
MOCSZ1Expressionskassette in die LeberzelMdocstdefizienter Mause einzubringen

und so den Phanotyp der MoCo-Defizienz aufzuheben.

1.8. Leberzelltransplantation

Die somatische Gentherapie kann entwederivo z.B. durch Injektionen von rAAVs
oder ex vivo angewandt werden. Bei dex vivo Gentherapie werden Zellen des
gewunschten Zielgewebes enthommen, aul3erhalb derb&handelt und anschliel3end
in den Patienten eingebracht (siehe Abb. 1.5.).

In vivo Ex vivo

Isolation von

/ Kdrperzellen

‘ Gen
direkte ; /
Injektion I —

~ Gentransfektion der
Zellen
Dokumentation der

/Gencxpression
Reimplantation der

transferierten Zellen

Gentransfer-
vehikel

Abb. 1.5.: Ubersicht {ibém vivo undexvivo Gentherapie (modifiziert nach [57]).
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Man unterschiedet dabei zwischen der autologensptantation, bei der Spender und
Empfanger dieselbe Person sind, oder der allogéiransplantation, bei der der
Spender der gleichen Art angehort. Beispiele file @rfolgreiche Therapie hereditarer

Erkrankungen mittels Leberzelltransplantationen Tirermodell sind in Tabelle 1.2.

zusammengefasst.

Tiermodell betroffenes Gen korrespondlerende Krankheit
beim Menschen

Fah-/- Maus Fumarylazetoazetathydrolas@ereditare Tyrosindmie
Typ |

Mdr2-/- Maus Multidrug resistance protei@ Progressive Familidre
Intrahepatisch€holestase

uPA-/- Maus Urokinase-Typ PlasminogenChronische Leberschadigung

Aktivator

Rag2-/-gamma(c)-/- Maus Interleukin 2-Rezeptoy-Kette ~ X-chromosomale SCID

DPPIV -Ratte Dipeptidylpeptidasév -

Gunn-Ratte Bilirubin-UDP- Crigler-Najjar-Syndrom1
Glucuronosyltransferase

Long-Evans Cinnamon-Ratte ATPB7 Morbus Wilson

Tabelle 1.2.: Ubersicht iiber Anwendungsbeispialé.eeerzelltransplantation [58]

Die erste erfolgreiche Transplantation, durchgdfion der Arbeitsgruppe Foet al.
(1998), gelang bei einem Madchen mit Crigler-Najfgyndrom, dessen Bilirubin-
Gesamtwert signifikant gesenkt und deren Krankbggitgptome wesentlich gemindert
werden konnten [59-60]. Andere humane Applikationdolgten [61]. Die
Leberzelltransplantation scheint eine erfolgversipeade Perspektive bei der Therapie
verschiedenster Lebererkrankungen zu sein undtla@eferdem neue Moglichkeiten fir
die ex vivoGentherapie. Deswegen wurde die allogene Lebta®dplantation als ein

weiterer Ansatz fur eine Therapie der MoCo-DefiziemBetracht gezogen.
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1.9. Molybdan-Cofaktor-Defizienz Typ B

Der zweite Teil der Arbeit beschaftigte sich mit dolybdéan-Cofaktor-Defizienz Typ
B, die durch Mutationen iftMOCS2Gen verursacht wird. D&AdOCS2Gen kodiert die
kleine (MOCS2A) und die groRe (MOCS2B) Untereintust Molybdopterinsynthase,
die cPMP in Molybdopterin umwandelt (siehe Abb..4)1Stallmeyeet al. (1999) und
Reiss et al. (1999) beschrieben die genomische Struktur und Taenskripte des
humanerMOCS2Gens [29, 62]. Bis dahin war bekannt, dass desBitheseweg und
die Struktur von MPT in allen untersuchten Orgamsrhochkonserviert sind. Pitterle
et al (1993) zeigten, dass die MPT-SynthaseEincoli aus einer kleinen (MoaD,
10 kDa) und einer groRen (MoaE, 16 kDa) Untereinkesammengesetzt ist [63].
Durch den Vergleich mit den bakteriellen Aminos&ecpienzen von MoaD und MoaE
konnten die kleine (MOCS2A) und die grof3e (MOCSZ2Bitereinheit der humanen
MPT-Synthase identifiziert werden [62]. Es zeigiehs dass die Ubereinstimmungen
zwischen den humanen Proteinen und itiEenolFHomologen genauso hoch war, wie
es fur andere Eukaryoten bereits beschrieben wurdel dass die gleichen
Aminosauresequenzen konserviert sind [38, 64-65].

Im Fall von MOCS2A und MOCS2B zeigten Stallmeydr al. (1999), dass beide
Proteine von einer einzelnen mRNA kodiert werdeafed ORFs sich auch auf
chromosomaler Ebene auf einer Lange von 77 bp ajgeeh [29]. Bisher war als
Transkript nur die Splei3form | bekannt, welche d&artpunkt fir das MOCS2A-
Protein in Exon 1a enthalt und von Rea$sl. (1999) beschrieben wurde [29].

Die komplette Sequenzierung des humanen Genomb evga alternative erste Exons,
welche die ungewoéhnliche Expression ddOCS2kodierenden Proteine erklaren
konnte [66]. Ein Teil dieser Arbeit war der expeemtelle Nachweis der alternativen
Exons im 5° Bereich deBIOCS2Gens.

Als ein neues Konzept der Gentherapie wurde voigem Jahren die intrazellulare
Reparatur eines monogenen Gendefekts durch eirelsiréngiges Oligonukleotid
vorgestellt [67] und erfolgreichn vivo angewandt [68-70]. Im Gegensatz zur
Gensubstitution, wo ein intaktes Gen zuséatzlicklenn defekten Gen z.B. durch rAAVs
in die Zellen eingebracht wird, werden bei der @paratur das oder die defekten Gene

in situ repariert (siehe Abb. 1.6.).
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Gensubstitution Genkorrektur bzw. -reparatur

wds X

Nucleus

Nucleus
Ein intaktes Gen wird zusétzlich Das oder die defekten Gene
eingebracht werden in situ korregiert

Abb. 1.6.: Ubersicht {iber Grundprinzipien der Gésstution und der Genreparatur.

Zur Untersuchung des zweiten Schritts der MoCo-Bitisese und zur Etablierung
einer in vivo Genreparatur sollte eilkKnockoutModell des murinenMocs2Gens
etabliert werden. Daftir wird ein Tiermodell bendtigei dem nicht wie inMocst
KnockoutModell ein komplettes Exon durch homologe Rekorabon mit einem
Disruptionsvektor deletiert wurde, sondern bei ddismMoCo-Biosynthese durch eine

Punktmutation unterbrochen ist.
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1.10.Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, die bis jetzt bekanrBamandlungsmaoglichkeiten der MoCo-
Defizienz zu verbessern oder therapeutische Altera zur Substitutionstherapie mit
CPMP zu finden.

Zu einem sollte die cPMP-Substitutionstherapie gingert werden, dass es nicht mehr
durch den raschen Aktivitatsverlust der XDH zu Xam@blagerungen in den Nieren der
behandelteMocstdefizienten Mausen kommt und die Lebensdauer énit.

Die cPMP-Substitutionstherapie kann nur bei Patiennhit MoCo-Defizienz Typ A
angewandt werden. Eine Alternative, die fur alleugpen der MoCo-Defizienz
gleichermal3en verwendet werden kdnnte, ware eibstiButionstherapie mit isolierter
und aufgereinigter PSO, die in dieser Arbeit aueiRahigkeit untersucht wurde, die
MoCo-Biosynthese zu restaurieren.

Zum anderen wurde die somatische Gentherapie fér Bihandlung der MoCo-
Defizienz in Betracht gezogen. Zuerst sollte dienktionalitait der MOCS1
Expressionskassette anhand eines transgenen Tigltsmodchgewiesen werden, die fur
eine Gensubstitution bendtig wird. Vorhergehendersifehe einer nichtviralen
Gentherapie konnten keine Verbesserung des Ph&ndgmpMoCo-Defizienz Typ A
erzielen. Deshalb sollte einerseits untersucht &rerdb das Polymer Atellocollagen als
Tragermaterial die Plasmid-DNA vor Nukleasen undcl®enen des Immunsystems
schitzen und somit die Gentransferrate erh6hen. kanderseits sollten auf Adeno-
assoziierte Viren basierende Vektoren genutzt werdias intakteMOCS1Gen in
MocsZtdefiziente Mause einzubringen.

Ein weiterer Ansatz fir eine Therapie der MoCo-Befiz stellt die Einbringung
gesunder Zellen in das Gewebdocstdefizienter Mause dar. Dabei sollten
Hepatozyten, die aus Wildtypembryonen gewonnen &mrih die Leber der Mause
transplantiert werden.

Der zweite Teil der Arbeit beschaftigte sich mit dolybdéan-Cofaktor-Defizienz Typ
B. Dabei sollte sowohl das humam#OCS2Gen, als auch das murine Homolog
untersucht werden. Im Falle des humaM@CS2Gens wurden Patientenfibroblasten
mit Mutationen in diesem Abschnitt der MoCo-Biodyde untersucht. Die murine
Mocs2Expression sollte anhand eindénockoutModells untersucht und mittels

Genreparatur behandelt werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1Chemikalien

Nicht aufgefihrte Chemikalien wurden von den Firmdarck (Darmstadt) und Roth

(Karlsruhe) bezogen.

[a-32P]-dCTP

Agarose

Agar-Agar

Albumin (human)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin

Ampuwa

Amylalkohol (ter.)

Borsaure

Chloroform

Chloramphenicol (CAC)
Cryoblock-Gefriermedium

Cytochrom C

Dextransulfat

Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

DirectPCF Lysis Reagent (Schwanz)
Dithiothreitol (DTT)

DNA Léangenstandard 1 kb DNRadder
DNA Langenstandard 100 bp DN4adder
DNA Polymerase |, Large (Klenow) Fragment
dNTP

Dye Terminator Mix

Essigsaure 100 %

GE Healthcare, Buckinghamshire, UK
Peglab, Erlangen
Carl Roth Co., Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Carl Roth Co., Karlseu
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Fresenius, Bad Homburg
Merck, Darmstadt
MP Biomedicals, Eschwege
Baker, Deventer, NL
Sigma-Aldrich Chemie, Steiinfne
medite Medizintecknik GmtBirgdorf
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
GE Healthcare, Buckinghamshire, UK
Carl Roth Co., Karlsruhe
Carl Roth Co., Karlsruhe
Peqglab, Erlangen
Biomol, Hamburg
New England Biolabs, Frankfurt a. M.
New England Biolabs, Frankfurt a. M.
New Endl8iolabs, Frankfurt a. M.
Invitrogen, Karlsruhe
Applied Biosystems, Foster Citi6A

Merck, Darmstadt
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Ethanol (abs.)

Ethidiumbromid (1 g/ml)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ficoll 400

Formamid (99.5 %, deionisiert)
Formaldehyd# 37 %)
Gancyclovir

Glycerol

Glykogen

Glyzerin

Hefeextrakt

Isopropanol
Isopropyl-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kanamycin

Kompetente JM109-Zellen
Lachssperm-DNA (10mg/ul)
2-Mercaptoethanol

Methanol

3-Morpholino-propansulfonsaure (MOPS)

Natriumacetat
Natriumdesoxycholat
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumcitrat-Dihydrat
Natriumcyanid
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumsulfit
Neomycinsulfat

Orange G

Phosphate buffered saline (PBS)
Pepton aus Casein

peqGOLD TriFast™

Baker, Deventer, NL
Serva, Heidelberg
ICN, Aurora, USA
GE Healthcare, Buckinghamshire, UK
Carl Roth & Co., kkanhe
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Carl Roth & Co., Karlsruhe
Gibco/BRL, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Carl Roth & Co., Karlsruhe
Carl Roth & Co., Karlsruhe

Biomol, Hamburg
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
New England Biolabs, Frartkd. M.
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Carl Roth & Co., Karlsruhe
Sigma-Aldrichemie, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Carl Roth & Co., Karlsruhe
Carl Roth & Co., Karlsruhe
Fluka, Buchs, CH
Merck, Darmstadt
Carl Roth & Co., Karlsruhe
Carl Roth & Co., Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
PAN Biotek, Aidehba
Carl Roth & Co., Karlsruhe

Peglab, Erlangen
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Phenol (ss)

PLATINUM® TagDNA Polymerase
Proteinase K

Restriktionsendonukleasen

RNA Ladepuffer mit EtBr

RNA Langenstandard 0.5-10 kb RNAadder
RNase freies Wasser

RNase ZAP

Rotiphores® NF-Acrylamid/Bis-Lésung 40 %
(29:1)

Salzséure (HCL), rauchend 37 %
SOC-Medium

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

SURE® 2 Super Kompetente Zellen
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tribromethanol

T4-DNA-Ligase

2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol
(Tris)

Biomol, Hamburg
Invitrogen, Karlsruhe
Roche Diagnostics, Mannheim
New England Biolabs, kuatha. M.
Sigma-Aldrich Chemie, Ste@im
Invitrogen, Karlsruhe
Qiagen, Hilden
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Carl Roth Co., Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Carl Roth & Co., Karlszuh
Stratagene, Amsterddm, N
Carl Roth Co., lsanhe
Aldrich, Steinheim
New England Biolabs, Frankfurt a. M.
Carl Roth & Co., Karlsruhe

5-Brom-4-Chlor-3-indoxyl-3-D-galactopyronosid Peglab, Erlangen

(X-Gal)
XL10-Gold® Ultrakompetente Zellen

2.1.21. 6sungen, Puffer und Medien

Albumin (human) 40 mg/ml
Avertin

0.33 mM Cytochrom C
DEPC-HO

Denaturierungslésung Southern Blot

Stratagene, Amsterdam, NL

20 mg add 500 pl 0.1 MsTHCL pH 8.5
1 g Tribromethanol
0.81 ml Amylalkohol
71.49 ml 42°C dkD
steril filtrieren 4°C Lagerung

10.2 mg add 2.5 ml 0.1 M TriGiHpH 8.5
0.1 % (v/v) Diethylpyrocarbonat
Inkubation fur 24 Stunden unter Rihren,
anschlieRend Dampfdrucksterilisation

43.66 g NaCl
10 g NaOH
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Depurinationslésung Southern Blot

dNTP-Mix

EB Puffer
20 mM EDTA

Eluationspuffer

Glycerol Ladepuffer |

Glycerol Ladepuffer I

Ligationspuffer (10 x)

MOPS (10 x)

51 mM Natriumcyanid

96 mM Natriumdesoxycholat
20 mM Natriumsulfit
Neutralisierungsldosung Southern Blot

add 500 ml d&D

5.5 ml rauchad@&37 %
add 500 ml d&D

10 mM dATP
10 mM dGTP
10 mM dCTP
10 MM dTTP

10 mM Tris/Cl (pH 8.5)
37.2 mg add 5 ml gB

1.5 mg NacCl
20 mM Tris/HCL (pH 7.5)
10 mM Tris/HCL (pH 7.5)

10 mM Tris/HCL (pH 7.5)
10 mM EDTA (pH 8.0)
0.025 % Bromphenol Blau
0.025 % Xylencyanol
30 % Glycerol

10 mM Tris/HCL (pH 7.5)
10 mM EDTA (pH 8.0)
0.025 % Orange G
30 % Glycerol

10 mM EDTA (pH 8.0)
80 mM MgCh
100 mM DTT

41.2 g MOPS
10.9 g Natriumacetat
3.7gEDTA
pH 7 mit 1M NaOH (RNase frei)
add 1000 ml DEPC-D
steril filtrieren
RT lichtgeschutzt lagern
unterm Abzug, Handschuhe unchéisehutz
tragen
12.5 g add 5 ml dyD

19.9 mg add 500u@H
6.3 gadd 2.5 ml d&

43.66 g NaCl
30.25 g Tris
pH 7.5 mit 1M HCL
add 500 ml d&D
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Puffer AE 10 mM Tris-ClI
0.5 mM EDTA
pH 9.0
Puffer N3 1.5 mM NacCl
1 M Tris/HCI (pH 7.0)
Puffer P1 50 mM Tris/CI (pH 8.0)
10 mM EDTA
100 pg/ml RNaseA
Puffer P2 200 mM NaOH
1% SDS
Puffer P3 3.0 M K-Acetat-H-Acetat (pH 5.5)

PBS Puffer (10 x)

PBT Puffer
Puffer QBT

Puffer QC

Puffer QN

Puffer TE

RNA-Ladepuffer (Sigma)

SDS (20 %)
SSC (20 x)

Stop-Mix

1.3 M NaCl (pH 7.4)
70 mM NgHPO,
30 mM NaHHPO,

0.1 % Tween-20 in PBS (1 x)

750 mM NacCl

50 mM MOPS (pH 7.0)
15 % Isopropanol

0.15 % Tritor

1 M NaCl
50 mM MOPS (pH 7.0)
15 % Isopropanol

1.6 M NaCl
50 mM MOPS (pH 7.0)
15 % Isopropanol

10 mM Tris (pH 8.0)
1 mM EDTA

50 pg/ml EtBr
62.5 % (v/v) Formamid
1.14 M Formaldehyd
200 pg/ml Bromphenolblau
200 pg/ml Xylencyanit
1.25 x MOPS-EDTA-NaAC-Puffer

20 g add 100 ml

176.46 g NaCitrat
350.64 NacCl
add 2 | mit HO

15 % Ficoll 400
200 mM EDTA
0.1 % Orange G
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TAE (50 x) 242 g Tris
18.6 g EDTA
pH 8 mit konz. Essigsaure (100 %)
add 1000 ml dkD

TBE Puffer (5 x) 270 g Tris
137.5 g Borsaure
18.6 g EDTA
add 5 | mit HO
0.1 M Tris-HCL pH 8.5 12.1 g Tris mit konz. HCI gpifl 8.5

einstellen, add 1l mit di®, 200 ml Aligouts
bei -20°C lagern

Waschldsung | 2x SSC
0.1 x SDS

Waschlosung |l 0.1 x SSC
0.1 x SDS

2.1.2.1. Nahrmedien fur Bakterien

Die N&ahrmedien wurden mit bidestilliertem Wasser gesmetzt, bei 120°C
20 min autoklaviert und bei 4°C aufbewahrt. Futdededien wurde 1.5 % (w/ \Agar
bacteriological hinzugeben. Die Antibiotika mit festgelegten Endkentrationen
(ausgehend von den Stocklésungen) wurden bei Bedath dem Autoklavieren der
Medien und dem Abkthlen auf 50-60°C hinzugeben.

LB 0.5 % (w/v) Hefeextrakt, 1 % (w/v) Pepton, 0.586v) NaCl, pH 7.5

LB + Amp 0.1 mg/ml Ampicillin in LB-Medium

LB + Kan 0.05 mg/ml Kanamycin in LB-Medium

LB+ IPTG | 100 uM IPTG, 0.4 % (w/v) X-Gal, 0.1 mg/ml Ampicillin LB-Medium
+ X-Gal

LB + CAC 0.017 mg/ml Chloramphenicol in LB-Medium

2.1.2.2. Antibiotika
Von den Antibiotika wurden Stammlésungen angesed#, steril filtriert und bei
-20°C gelagert wurden.
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Stammlédsung Gelbst in Endkonzentration
Ampicillin 100 mg/ml in HO 100 pg/ml
Kanamycin 50 mg/ml in }© 50 pg/mi
Chloramphenicol 34 mg/ml in Ethanol 17 pg/mi
Gancyclovir 100 mM in PBS 2 uM
Neomycin (G 418) 40 mg/ml in PBS 400 pg/ml

2.1.2.3. Sterilisation

Die Sterilisation von Losungen erfolgte bei 120°@dulC Pascal fir 60 min im

Dampfdruckautoklaven (Webeco, Bad Schwartau) oder bitzeempfindlichen

Losungen durch Sterilfiltration (PorengrofRe: 0.2)untGebrauchswaren wurden

entweder autoklaviert oder tiber Nacht bei 220°&dsiterilisiert

2.1.3Gebrauchsfertige Reaktionssysteme

Advantag&-HF 2 PCR Kit
AllPrep DNA/RNA Mini Kit
DirectPCF Lysis System
DNeasy Blood & TissueKit
HotStarTaf

Megaprime ™DNA labelling Kit
MicroSpin™ G-25-Saulen
Montage PCR-Kit
Omniscripf™ Reverse Transkriptase
peqGOLD TriFast™
pGEM®-Teasy Vector System
pGEM®-T Vector System
PlatiniunfTagPolymerase

ProLond’Gold antifade Reagenz mit
DAPI

QIAGEN®LongeRange PCR Kit

QIlAprep® Spin Miniprep
QlAprep® Spin Midiprep Kit

Clontech, Palo Alto., USA
Qiagen, Hilden

Peglab, Erlangen
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

GE Healthcare, Buckinghamshire, UK
GE Healthcare, Buckinghamshire, UK

Millipore, Redford, USA
Qiagen, Hilden
Peglab, Erlangen
Promega, Mannheim
Promega, Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
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QIlAprep® Spin Maxiprep endofree Kit  Qiagen, Hilden
QIAEX® Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

Rapid-hyp buffer GE Healthcare, Buckinghamshire, UK
DNA Walk|ng SpeedUF’M Pl‘emiX K|t Seegene’ Seoul, Korea

2.1.4Stamme

JM109 recAl endAl gyrA96 thi, hadR17 (k., mk.), relAl,
suE44,A(lac-proAB), [F, traD36, proAB,
lacl‘zZAM15]

SURE® 2 Super Kompetente Zellen EXMcrA) A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endAl
SUpE44 thi-1 gyrA96 relAl lac recB recJ shcC
umuC::Tn5 (Kar) uvrC[F’ proAB lacfzam15
Tn10 (Tet) Amy Cani|

XL10-GOLD® Ultrakompetente Zellen TefA(mcrA)183A(mcrCB-hsdSMR-myt73endAl
SUpE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl |&tte [F proAB

lacl9ZAM15 Tn10 (Tef) Amy Cani]

2.1.5BACs (bacterial artificial chromosomes)
Teilbereiche des murineMocs2Gens wurden aus dem BAC-Klon RP23-218L3

amplifiziert.

2.1.6Vektoren

pRita IX Hahnewald, Universitat Goéttingen

pWajal Wegner, Universitat Goéttingen

pBlueKO4R4 Hahnewald, Universitat Géttingen
pGEM®-Teasy Promega, Mannheim

pPNT Institut fur Humangenetik, Universitat Gottamy
pTKneo Institut fir Humangenetik, Universitat Gogen

AAV-HBA- MOCS1 Hahnewald, Universitat Gottingen
AAV-HBA- EGFP Garrido, Neurologische Klinik, Universitatsmedizadttingen
AAV-HBA Kugler, Neurologische Klinik, Universitatsedizin Gottingen
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2.1.7.Synthetische Oligonukleotide

2.1.7.1. Genotypisierung von Mausen

BGHR1 SCTCCCACTGTCCTTT CCT AATA T

Exonl10FI 5" AGG GAC ATC GTG TTG GAG GAG 3

MGF1 5" GGC AGAGGC TGT TCAACATGG 3

MOCS 49 5 CTG GGT TCC TGT GCC ATC TAG 3’

PKG 1 5 TCT GAG CCC AGA AAG CGAAGG &

OriF 5 GGT AGC GCT GCG GCC GCA GGA ACC GTA AAA AGG
OriR2 STCCTTT GATCTT TTC TAC GCG GCC GGC CG 3
Caro5 5" GACAGTTCTGCACATGCGAATGTG 3’

neol 5" CCTGCGTGCAATCCATCTTG 3

Carol6 5 TTCAGGGCAGAGCCTCCTCTGA 3’

2.1.7.2. MOCSIAB transgene Maus

BGHR1 5'CTC CCACTG TCC TTT CCT AATA 3
Exon10FI 5" AGG GAC ATC GTG TTG GAG GAG 3’
GAPDHFmurin ~ 5° CAC CAC CAACTG CTTAGC C 3’
GAPDHRmurin  5° CGG ATA CAT TGG GGG TAG G 3’
S5 5' TGCCTCTTTGGAAACTCTGAG 3’

Z2 5 ATT TTT GAT GTT CCACAATTCC 3

2.1.7.3. MOCS2human

GranierF 5 CCTTTTATGACCACCTCTTTCT 3
GranierR 5 GACATTTACAGAAGCAAGTAGG 3
F28 5" TGATTCGGTCCCGCTGTCCTA 3’

R10 5 CTCCTGTTATTTCAGCAC 3

R11 5" CTTGAGGCACAGAAATGGTCTCTG 3

GAPDHFhuman 5 CACCACCAACTGCTTAGCA 3’
GAPDHRhuman 5 CTGACACGTTGGCAGTGGG 3
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2.1.7.4. Mocs2KnockoutMaus

Carol 5" CATTATTTTAGCCCCAGCCCTGGA 3

Caro2 5" CCCTCAGGGAAAACCATATTCACC &

Caro3 5" AGATGGATCCCTAAGGATGTGCA 3’

Caro4 5" CCGGGATCCTACGCAAGCCGATGGAATACTGCTATG 3
Caro5 5" GACAGTTCTGCACATGCGAATGTG 3’

Caro6 5" TGCTGGGCCCTGCAAACTTTCAA 3

Caro7 5" GGCGCCCTCGAGTCTAAGAGCCCAAGTGGC 3’
Caro8 5" CCGCGGCTCGAGGTTCTATTCCGGTTCTTCCA 3
Caro9 5" CGGTAAGGAATAGTGGATCATCTG 3’

Carol0 5 CTGAACACTGTGCACATTTA 3

Caroll 5 GTAGGCTTTATACAGTGTGG 3

Carol2 5 AAGCGTATGTACCGATGGCAG 3’

Carol3 5 TTCTTCCAACCTTGGAGCTG 3

Carol4 5 GTCTTCATCCCCATCAAAGAG 3

Carol5 5 CTCGAGGGTTTCTTTGATGTATGAGTCAGG 3
Carol5Clal 5 ATCGATGTATGAGTCAGGAGATAA 3’

Carol6 5 TTCAGGGCAGAGCCTCCTCTGA 3

Carol7 5 TGGCTGATGTTAGAAACCAGGTGA 3’

Carol8 5 AGAGTATGTCGAGCTTGGAGATCA 3’

Carol9 5 TGCCCAGAAGCACTCTTTGTTTCT &

Caro20 5 TTAGACTTAGCGCACCACACTTGA 3

Caro21 5 TGTGTTAGCTATGAGATTATCAAA 3’

Caro22 5 CATCTCTCAGGAACCAGTTCGCTC 3’

Caro23 5 CCGCTAATGCTACTGGGTGTTGCCAGTCC 3
Caro24 5 GCGGGAAGTCTCCTCAGAACCACAGCCACA 3
EeflalFl 5 AAGCTGAGCGTGAGCGTGGT 3

EeflalFll 5" CGAGACCAGCAAATACTATGTGACC 3
EeflalRlI 5 TGTGGGCTGTGTGACAATCC 3

EeflalRlIl 5" GAACAGGAGCGTAGCCAGCACTG 3’

HSV1 5 CTGGCACTTGGCGCTACACA 3’
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HSV2
HSV3
HSV4
HSV5
HSV6
HSV7
HSV8
HSV9
HSV10
HSV11
HSVtkF
HSVikR
KO2F
KO2R
KO2R2
KO2SeqF
KO2SeqR
M2MuEx1
mseql
mseq?2
mseq2R
mseq3
mseg4
mseq5
mseq6
mseq7
mseq8
mseq9
mseql0
mseqll
mseql2

5" GCAGCGGCCAATAGCAGCTT 3’
5 CCTGCCATCAACACGCGTCT 3
5" CGCGAACATCTACACCACAC ¥
5 CCTTCCGGAGGACAGACACA 3
5" CAACGGCGACCTGTATAACG 3
5 GGCTGGCACTCTGTCGATAC 3’
5" GCATGGACCGCATGTACTGG 3’
5 TTGGTCACCACGGCCGAGTT 3
5" ACGAGATCAGCAGCCTCTGT 3
5 TGTGTAGCGCCAAGTGCCAG 3
5" CTCGAATTCTACCGGGTAGG 3
5" ACGGCCAGTGCCAAGCTTCT 3
5 GGGAAGTGTCACAGTTGGTG 3’
5 TTCCATATGGGCACCTTGGC 3
5" CCAAGATGAGGTTGATTCTTC 3
5" GACCCAGCCTGTGCTTTTAAGTCT 3
5" CTGTGAGCTGAAGACACAGCAAT 3’
5 GCTTCGCGGTGTGTAGCGGGAT 3
5" AACTACTGTCCAGCACAGAG 3
5" GGCTGCATATCAGATGTCCT &
5 AGGACATCTGATATGCAGCC 3
5" CATCTCATGGCATGTAGCAC 3
5" TGGTAGTTAGCCTTGGTGAC 3’
5" TGGTCCTCATGGCTTACTCA 3
5 TGGTGTTCCAGGTGTGGTTA 3’
5" AAGAGTGGCGTTCCAGGATT 3
5" CCATGGAGCTCGTGTTCTGA 3
5" GGAATGAGATCGAGCCAAGA 3
5 CCGTGTTCTCTGTGCCTCAT 3
5 TAACTAACCAGCTCGCAGTG 3
5 GAGATGGCTCAGCAGTTAAG 3’
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mseql2R 5" CTTAACTGCTGAGCCATCTC 3

mseql13R 5" ATCTGCCAAGTGAGTGCTGG 3’

mseql4 5 CCTGAGTGGCTGTGAGTGAC 3’

mseql5 5 GCCTTGAGTGGTAGAGAATG 3

mseql6 5 GTTACCTCTGCGATCCAACA 3’

neol 5" CCTGCGTGCAATCCATCTTG &

neo2 5" GTCATAGCCGAATAGCCTCT 3

neo3 5" ATGATTGAACAAGATGGATTGCACG 3’
neo4 5" TCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGA 3
neo5 5" TCGCCTTCTATCGCCTTCTT 3

neo6 5" GCGTGCAATCCATCTTGTTC 3

neo’ 5" GAGCAGCCGATTGTCTGTTG 3

neo8 5" GCTTCCTCGTGCTTTACGGT 3’

neo9 5" AGGCCTGCTCTATACCATGT 3

Rital 5" TCTCAGGCCTGCTGTCTGGACACT 3’

Rita2 5 GGATCCCTGTGGAAGATATATCTTAG 3
Rita3 5" GGATCCACTCATCTTTTTCCATATGGGCACCTTGG 3’
Rita4 5 GGATCCACTCGCCTTTTTCCATATGGGCACCTTGG 3
Rita5 5" TCATCTCCCCGTGACAAAATGAGG 3’

Rita6 5 CTCGAGATAACATTCAGAGACTAGAAGA 3
Rita7 5" TATGAGACAGAGGAGATGGACGGG &

Sp6 5 GCTATGACCATGATACGCCAAGC 3

T7 5" CGCCAGGGTTTTCCAGTCACG &

2.1.7.5. AAV-Integration

DW-ACP1 5-ACP-AGGTC-3’

DW-ACP2 5-ACP-TGGTC-3

DW-ACP3 5-ACP-GGGTC-3’

DW-ACP4 5-ACP-CGGTC-3

DW-ACPN 5-ACP-GGTC-3

TSP1 5" CCGCCAAAACCGCATCACCA Z

TSP2 5" CAAGTAGGAAAGTCCCATAAGGTC 3’
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TSP3 5" GTCCCTATTGGCGTTACTATGGG 3

Universal-
Primer

2.1.8Gebrauchswaren
Alle Glaswaren
Einmalkivetten
Falcon-Rohrchen
Injektionsnadeln

MICROSEP 50K OMEGA
Nitrozellulosemembran Hybond-XL
Objekttrager SuperFrd¥elus
Petrischalen
Reaktionsgefalie

13 ml Rohrchen

Spritzen
Whatman-Filterpapier GB 003

Zentrifugationsgefalie und -réhrchen

2.1.9Gerate

Beckman Ultrazentrifugenrotor Optima™TL

BioPhotometer
Dampfdruckautoklaven
Elektrophoresekammer
Feinwaage SC2020
Feinwaage
Fluoreszenzmikroskop BX60
gene pulser™

Inkubator

Kryotom Jung CM3000
Mikroskop

Molecular Imager FX

5 TCACAGAAGTATGCCAAGCGA 3

Schott, Mainz

Eppendorf, Hamburg

Greiner, Bio-One GmbH, Solingen
Becton Dickson GmbH, Heidelberg
PALL, Dreieich

GE Healthcare, Bogkamshire, UK

Menzel GmbH& Co KG, Braunschweig

Greiner, Bio-One GmbH, Solingen
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Nimbrecht
Normiject, Henke, Tuttlingen
Schleiche®& Schuell GmbH, Dassel

Beckman, Mimche

Beckmaniridhen
Eppendorf, Hamburg
Webeco, Bad Schwartau
Omnilab, Géttingen
Ohaus corp Pie Brook N.Y., USA
Sartorius, Gottingen
Olympus, Hamburg
BioRad, Minchen
Melag, Berlin
Leica, Bensheim
Carl Zeiss Microimaging GmbH, Jena

BioRad, Miinchen
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pH-Meter CG820
Phosphoroimagescreen

Photometer UVIKON 900 XL
Protean™II Elektrophorese Kammer
Rontgenfilmentwickler Curix 60

Schiittler

Screen Eraser

Sequenzierer Modell MegaBACE™ 1000
Sonifier Branson 250

Spannungsquellen

Thermocycler Primus56 Advanced

Thermocycler Primus56 Advanced Gradient

Thermocycler MWG Biotech Primus
Thermomixer comfort

Turboblottef

Ultrafree-20 Nanopore-Wasseranlage
UV-Lampe Nu-6 KM

UV-Stratalinkef 1800

UVT-25M 3022 nm UV-Leuchttisch
Video graphic Printer

Vortex Genie 2

Zentrifuge 5415 R

2.1.10.

Schott Intruments GmbH, Mainz
Kodak, Stuttgart
Goebel, Au i. d. Hallertau
BioRad, Miinchen
Agfa, Kdln

Heidolph Instruments Gmb#Bl Co. KG.,
Schwabach

BioRad, Minchen
Amersham, Brelunesig
Heinemann, Schwabich Gmund
Medizinische Werkstéatten, Gottinge
Peglab, Erlangen
Peglalargen
Peglab, Erlangen
Eppendorf, Hamburg
Schleichei& Schuell GmbH, Dassel
Millipore, Eschb
Benda, Wiesloch
Stratagene, Amsterdam, NL
Bachofer, Reutlingen
Sony Deutschland, Kdln
Bender & Hobein, Zirich
Eppendorf, Hamburg

Datenbanken und Programme
FUr Nukleotidsequenzanalysen wurden BLAST?2,
MEGABLAST und andere des National Center for Bibremlogy Information (NCBI,

Homepage: http://www.ncbi.nim.nih.gov) genutzt.

Programme wieASH,

Fur die technische Auswertung der Fluoreszenzmgssurwurde die Computer-

softwareCell*F Fluorescence imaging softwai@lympus, Hamburg) verwendet.
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Die Erstellung von Restriktionskarten und Kloniegastrategien erfolgte unter
Zuhilfenahme des Programmes NEBcutter V2.0 der &ildew England Biolabs,
Frankfurt a. M. (Homepage: http://www.neb.com/nemem/default.asp).
Bestellinformationen und die Sequenzen von BAC-Klomvurden tGber die Homepage
des BACPAC Resource Center (BPRC, Oakland, Caldarn US) bezogen
(http://bacpac.chori.org/)

Fur die Untersuchung von SpleiRvarianten wurdeSjdie Site Predictio®rogramm

des Neural Networkh(tp://www.fruitfly. org/seq_tools/splice.htingenutzt.

Aminosauresequenz-Vergleiche und der phylogeneati§Stammbaum wurden mit dem
Sci Ed Central-Programm (Scientific & Educationaft&are Cary, NC, USA) erstellt.
Die Bilder wurden, soweit nicht anders gekennzeathnmit dem Programm
CoreIDRAW® Graphics Suite X3 erstellt (Unterschieafin, Deutschland).

2.2. Methoden

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente e, wenn nicht anders benannt,
im Wesentlichen nach den Standardmethoden ausgetlidrin ,Current Protocols in
Molecular Biology” (Ausubekt al, 1998) und ,Molecular cloning® (Sambrook et al.,
1989) beschrieben wurden.

2.2.1Mikrobiologische Arbeitsmethoden

2.2.1.1. Arbeiten mit Bakterien

Die Anzucht von Bakterien erfolgte in LB-Medium setzt mit dem entsprechenden
Antibiotika. FlUr Kulturen von 3 ml wurden 13 ml Réhen (Sarstedt), fur 50 oder
100 ml Kulturen Erimeyerkolben (500 ml Fassungsvigem) verwendet. Die

Inkubation erfolgte Uber Nacht im 37°C-Schittlerie DZelldichte wurde per

Extinktionsmessung bei einer Wellenlange von 600enmittelt.
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2.2.1.2. Transformation kompetenter Escherichia coliper Hitzeschock
[71]

Die Transformation dient der gezielten bakteriellufnahme von Fremd-DNA. Um
Plasmide zu vereinzeln und zu amplifizieren, wurdenPlasmide in kompetenkecoli

Zellen transformiert.

2.2.1.2.1.JM109 Ultrakompetente Zellen

Ein bei -70°C gelagertes 100 ul Aliquot kompeteniéi109-Zellen von Promega
wurde auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe der entspnelgme Plasmid-DNA oder
Ligationsreaktion (volumenabhangig von der Konzarmin, maximal 10 pl pro 100 pl
der kompetenten Zellen) erfolgte eine Inkubatiomn v80 min auf Eis und der
Hitzeschock bei 42°C fur 90 s. Anschlie3end fokgtee Abkihlung fur 90 s auf Eis und
eine Erholungsphase in 400 pul SOC-Medium fur 1 h3€C. In diesem Zeitraum
erfolgt die Expression der plasmidcodierten AntiliieResistenz. Der gesamte Ansatz
wurde auf Selektivagar ausgestrichen und tber Naal87°C inkubiert.

2.2.1.2.2.SURE®2 Super Kompetente und XL10-Gol&
Ultrakompetente Zellen

SURE® 2 Super Kompetente Zellen von Stratagene besikeém RecA-Protein. Die
homologe Rekombination kann daher nicht stattfindemd es wird so eine hdhere
Plasmidstabilitat erreicht. XL10-GdldUltrakompetente Zellen wurden fiir eine
verbesserte Transformationseffizienz von grof3eneklden hergestellt. Diese Zellen
weisen den Hte Phanotyp auf, der die Transformséiffizienz von ligierter und grof3er
DNA steigert. Ein bei -70°C gelagertes 100 ul Abgualer kompetenten Zellen wurde
auf Eis aufgetaut, 4 pl R-Mercaptoethanol dazu lgegeund fir 10 min auf Eis
inkubiert. Nach Zugabe der gewlnschten Plasmid-DMé&lumenabhangig von der
Konzentration, maximal 10 pul bei 100 pl der kompeta Zellen) erfolgte eine
Inkubation von 30 min auf Eis und ein Hitzeschoak B2°C fir 30 s. Nach einer
Abklhlung auf Eis fur 2 min folgte eine Erholungaph in 900 pul SOC-Medium fur 1 h
bei 37°C. In diesem Zeitraum erfolgt die Expressien plasmidcodierten Antibiotika-
Resistenz. Der gesamte Ansatz wurde auf Selektivagsgestrichen und tGber Nacht
bei 37°C inkubiert.
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2.2.2Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1. Isolierung von Plasmid-DNA ausEscherichiacoli

Die Isolierung bakterieller Plasmide wurde nach eeirmodifizierten Form der
alkalischen Lyse [72-73] durchgefiihrt. Beim Zelkalfluss durch SDS und NaOH wird
die DNA denaturiert und die Proteine solubilisidburch die schnelle Zugabe einer
Neutralisationslésung bilden Proteine und chromademDNA gro3e Komplexe,
wéahrend die weitaus kleinere Plasmid-DNA in L6sbiegbt.

2.2.2.1.1.Minipraparation von Plasmid-DNA mit Hilfe des

QIlAprep ®Spin Miniprep Kit
Die Praparation von Plasmid-DNA im analytischen BtaB erfolgte nach dem
QIAprep® Spin Miniprep KitProtokoll. Dabei wurden 3 ml LB Medium einschliefl
entsprechenden Antibiotikums mit plasmidhaltigerktBeen aus einer Einzelkolonie
oder aus einer DMSO-Kryokultur inokuliert und tubéacht bei 37°C inkubiert. Aus
dieser Kultur wurden 1.5ml in ein Eppendorf-Reaksigefald tberfuhrt und
zentrifugiert (1500 x g, 1.5 min, RT). Das Pelletirde in 250 ul P1 resuspendiert.
AnschlieRend wurden 250 ul P2 hinzugeben und wJaigicgeschwenkt. Danach
erfolgte die Zugabe von 350 pl N3 und sofortigessdmvenken. Zelltrimmer, Proteine
und chromosomale DNA wurden abzentrifugiert (158@) 10 min, RT). Der
Uberstand wurde auf eine Qtarep Saule uberfiihrt und diese fiir den analytischen
Maflstab mit den Puffern PB (500 ul) und PE (750yplyaschen. Die Eluation erfolgte
in 50 ul Puffer EB.

2.2.2.1.2. Midipraparation von Plasmid-DNA mit Hilfe des
QIlAprep ®Spin Midiprep Kit

Die Uber Nacht angesetzte 50 ml-Kultur Plasmideragr Zellen wurde in ein Falcon-
Rohrchen Uberfuhrt und zentrifugiert (6000 x g,niif, 4°C). Das Pellet wurde in 4 ml
Puffer P1 resuspendiert. Durch die Zugabe von #uifer P2 erfolgte die Lyse. Das
Falcon-Rohrchen wurde vorsichtig 4-6-mal geschwemach 5 min erfolgte die
Zugabe von 4 ml Neutralisationspuffer P3 und einkubbation auf Eis fir 15 min.
Durch Zentrifugation (20000 x g, 30 min, 4°C) wund®lembranfragmente, Proteine
und die chromosomale DNA sedimentiert. Nach derilftarierung der QiagefSaule

mit 4 ml QBT Puffer wurde der Plasmid-haltige Ubbars! auf die Saule gegeben. Nach



34 Material und Methoden

dem gravitationsbedingten Durchfluss wurde die &auleimal mit je 10 ml Puffer QC
gewaschen. Die Eluation der DNA erfolgte durch ZAaeg&on 5 ml Puffer QF, wobei
ein Glas-Rohrchen mit 3.5 ml Isopropanol unter &ule platziert wurde. Die
Isopropanol-geféllte Plasmid-DNA (30 min bei -20°Cyurde abzentrifugiert
(15000 x g, 30 min, 4°C). Das Pellet wurde mit 2401% Ethanol gewaschen, bei RT
getrocknet und in DEPC-Wasser gelost.

2.2.2.1.3.Endogen freie Maxipraparation von Plasmid-DNA mit Hilfe

des QlAprep®Spin Maxiprep endogenfree Kit
Die Uber Nacht angesetzte 100 ml Kultur Plasmidaraler Zellen wurde in einen
Zentrifugenbecher tberfuhrt und bei 6000 x g, 16 bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 10 ml P1 resuspendiert. Durch die Zugatre 10 ml Puffer P2 erfolgte die
Lyse fur 5 min bei RT. Das Falcon-Réhrchen wurdesititig 4-6-mal geschwenkt.
Wahrenddessen wurde eine Qialfeitterspritze vorbereitet. Nach 5 min erfolgte die
Zugabe von 10 ml eisgekihltem Neutralisationspuf®® und eine Inkubation fur
10 min bei RT. Das Gemisch wurde nun in die Qi&§éterspritze gegeben, und
2.5 ml Puffer ER dem Filtrat zugegeben, 10-mal gesnkt und fir 30 min auf Eis
inkubiert. Wahrenddessen erfolgte die Aquilibriegueiner QiagefSaule mit 10 ml
QBT Puffer. AnschlieBend wurden Membranfragmentetde und die chromosomale
DNA von der plasmidhaltigen Losung getrennt, inddim Losung durch den Filter
gedriickt und auf eine Qiadésaule gegeben wurde. Nach dem gravitationsbedingte
Durchfluss wurde die Saule zweimal mit je 30 mIfBufQC gewaschen. Die Eluation
der DNA erfolgte durch Zugabe von 15 ml Puffer Qigbei ein Glas-Réhrchen mit
10.5 ml Isopropanol unter der Saule platziert wuidie Isopropanol gefallte Plasmid-
DNA wurde abzentrifugiert (15000 x g, 30 min, 4°©gas Pellet wurde mit 5 ml 70 %
endogenfreien Ethanol gewaschen, bei RT getrockmein Puffer TE geldst.

2.2.2.2.1solierung von BAC-DNA ausEscherichiacoli mit Hilfe des
QIlAprep ®Spin Midiprep Kit

Eine einzelne BAC-Kolonie wurde in eine Startergulimit 5 ml selektiven LB-
Medium dberfuhrt (Uber Nacht bei 37°C inkubiertiaMdn wurde eine 100 ml-Kultur
angeimpft und tber Nacht bei 37°C geschdttelt.
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Die Kultur wurde geteilt, in zwei 50 ml Falcon-Réhen tberfuhrt und zentrifugiert
(6000 x g, 15 min, 4°C). Die Pellets wurden in {eril Puffer P1 resuspendiert. Durch
die Zugabe von 10 ml Puffer P2 erfolgte die Lyse dellen. Das Falcon-Réhrchen
wurde vorsichtig 4-6-mal geschwenkt. Nach 5 minolgite die Zugabe von 10 ml
vorgekuhlten Neutralisationspuffer P3 (sofort 4-&mgeschwenkt) und eine Inkubation
auf Eis fur 15 min. Durch zwei Zentrifugationsstteri (20000 x g, 30 min, 4°C und
20000 x g, 15 min, 4°C) wurden Membranfragmentetd¢tne und die chromosomale
DNA sedimentiert. In der Zwischenzeit wurde die g@ie’-Saule mit 4 ml QBT Puffer
aquilibriert. Der Plasmid-haltige Uberstand wurdéd die Saule gegeben. Nach dem
gravitationsbedingten Durchfluss wurde die Sauleeimval mit je 10 ml Puffer QC
gewaschen. Die Eluation der DNA erfolgte durch Zhegaon 5 x 1 ml Puffer QF,
wobei ein Greiner-Réhrchen mit 3.5 ml Isopropanten der Séaule platziert wurde. Zur
Erh6hung der Ausbeute an BAC-DNA wurde der Puffér &f 65°C erwarmt. Die
Isopropanol-gefallte Plasmid-DNA wurde abzentrigrgi(15000 x g, 30 min, 4°C). Das
Pellet wurde mit 2 ml 70 % Ethanol gewaschen, bEigetrocknet und in TE-Puffer
(pH 8.0) gelost.

2.2.2.3. Isolierung genomischer DNA aus Gewebeproben

2.2.2.3.1.DirectPCR®Lysis System

Das DirectPCR Lysis System wurde fiir die Isolierung genomisciEMA aus
Mauseschwanzen eingesetzt. Diese Methode funkttooime Fallung und der Verlust
an genomischer DNA wird vermindert. Auf eine Schal@iapsie von 0.2-0.4 cm Lange
wurde 150 pl DirectPCR Lysispuffer, der 0.1-0.3 migProteinase enthielt, gegeben.
Die Reagenzgefal3e wurden auf einem Thermomixeb68C und 350 rpm bis zur
vollstandigen Lyse der Schwanzbiopsien inkubieras DRohlysat wurde dann fir
45 min in ein 85°C temperiertes Wasserbad gestdlich einer Zentrifugation von
3 min bei 16000 x g konnten nun 2 pl des Lysateseoheitere Aufreinigung in eine

PCR eingesetzt werden.

2.2.2.3.2.DNeasy’ Blood & Tissue Kit
Das DNeasy Blood & Tissue Kit von Qiagen wurde fiir die Isolierung gerischer

DNA aus ES-Zellen genutzt. Maximal 5 x®1Zellen in ES-Zell-Medium wurden bei
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300 x g fur 5 min abzentrifugiert und in 200 ul PBS und 20 pl Proteinase K
(600 mU/ml) resuspendiert. Zum Abbau der ebenfalls aufgereinigten RNA, die

folgende Enzymreaktionen beeintrachtigen kann, wmrder Lésung 4 pl RNase
(100 mg/ml) zugegeben, durch Vortexen gut gemisaokit bei RT 2 min inkubiert. Die
eigentliche Lysereaktion wurde durch die Zugabe 200 pl Puffer AL und einer
Inkubation von 10 min auf 56°C gestartet. Nach degabe von 400 ul 100 % EtOH
wurde die Losung grundlich gemischt. Nach einer tiffigation fir 10 min bei

6000 x g folgten zwei Waschschritte mit 750 pl 7E¥H. Um den EtOH vollstandig
zu entfernen folgte eine weitere Zentrifugation flimin bei 6000 x g und eine
Trocknung bei 56°C fur max. 3 min. Anschliel3end deudas DNA-Pellet in 100-200p1

Puffer AE fir mindestens 1 h gel6st.

2.2.2.4.Isolierung von Gesamt-RNA aus Gewebe mit peqGOLD
TriFast™ [74]

FUr RT-PCR und Northern Blot Analysen wurde GesRINA aus Gewebe (z.B. Leber,
Herz, Lunge) gewonnen. RNA ist sehr empfindlichegeger dem Abbau durch endo

und exogene RNasen. Aus diesem Grund wurden alksgétate und Einmal-
Plastikartikel nur mit Handschuhen berihrt. Die dtdschritte wurden nach
Moglichkeit auf Eis durchgefiihrt. Die Organe fue dRNA-Praparationen wurden mit
sterilem Praparationsbesteck entnommen und sofart fluissigem Stickstoff

schockgefroren. Die Isolierung der RNA wurde mitndpeqGOLD TriFast™ Reagent
der Firma Peqglab (Erlangen) durchgefihrt. Bis z0 1@ Gewebe wurde mit 1 mi
TriFast™ versetzt, mit einem Teflon-Homogenisatoomiogenisiert und zur

vollstandigen Dissoziation der Nukleoproteinkomgleéx min bei RT inkubiert. Nach
einer Zentrifugation von 10 min mit 12000 x g befC4 wurde der Uberstand
abgenommen, mit 200 ul Chloroform versetzt und diith gemischt. Nach einer
erneuten Inkubation fir 10 min auf Eis wurden dielen fir 10 min bei 4000 x g auf
4°C zentrifugiert. Dadurch trennt sich das Homogenadrei Phasen auf. Die obere
wassrige Phase, in der sich die RNA befindet, wurdein neues Reaktionsgefal}
Uberfihrt und die RNA durch Zugabe von 500 pl Ispanol fur 15 min auf Eis

prazipitiert, durch Zentrifugation fur 10 min beR@00 x g (4°C) sedimentiert und
einmal mit 1 ml 75 % Ethanol gewaschen. Die Prolbamrden anschlieBend bei
12000 x g (4°C) fur 10 min abzentrifugiert, die IBtd bei 65°C getrocknet und in 10-
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50 ul RNase-freiem Wasser gelost. Das Losungsvalumvar abhangig von der
eingesetzten Gewebemenge.

Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte phmtrisch und die Intaktheit
wurde mittels Agarosegelelektrophorese nachgewies®er Nachweis der
Amplifizierbarkeit und dem Gehalt an gleichen RNAeijen wurde mittels RT-PCR
unter Verwendung von Oligonukleotiden, welche simzh flr die konstitutiv

exprimierte Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydroger(@APDH) sind, getestet.

2.2.2.5. Gelelektrophorese

2.2.2.5.1.Agarosegelelektrophorese von DNA

Nukleinséduren sind aufgrund ihrer Phosphatgruppeinemem pH-Wert von tber 3
negativ geladen und wandern daher im elektriscledth Fur Anode. Als Tragermaterial
fur ihre elektrophoretische Auftrennung bei 1401%-30 min je nach Laufstrecke und
Konzentration) wurde Agarose, ein Polysaccharid &wtalgen, verwendet. Die
Laufstrecke ist dabei umgekehrt proportional zungdrdhmus der Fragmentlange. Mit
Hilfe eines GroRRenstandards (1 kb DNLAdder oder 100 bp DNA-addep kann die
Lange von DNA-Fragmenten ermittelt werden. Um diBlADin der Tragermatrix
anzufarben, wurde Ethidiumbromid verwendet, einemuV-Licht (302 nm) sichtbare
Verbindung, die zwischen den Basenpaaren der DNppBlnelix interkaliert. Im
Allgemeinen diente 1 x TBE als Elektrophoresepufigei bestimmten Anwendungen
storte das Borat im TBE-Puffer. In diesem Fall waurd x TAE als Laufpuffer
verwendet. Da TAE eine geringere Pufferkapazit&itbeund Gele leicht schmelzen,

erfolgte die Auftrennung bei 40 V Uber Nacht.

2.2.2.5.2.Agarosegelelektrophorese von RNA

Einzelstrangige RNA-Molekiile besitzen oft komplendea Regionen, die sekundare
Strukturen ausbilden konnen. Aus diesem Grund wii@ RNA in einem
denaturierenden Agarosegel aufgetrennt. Die RNAI wiit einem Ladepuffer versetzt,
der 1.14 M Formaldehyd und 62.5 % (v/v) Formamid#h&lt, und fur 10 min auf 65°C
erhitzt, um die sekundéaren Strukturen aufzulése@.g2Agarose wurden in 144 ml
Ampuwa in einem sterilen Erlmeyerkolben aufgekodtdch einer kurzen Abkihlung
wurden 20 ml 10 x MOPS-Puffer und 36 ml 37 % Fodehld unter Schwenken dazu
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gegeben. Das Gel wurde in einer mit RNase ZAfreinigten und dyD-gespiilte
Apparatur gegossen. Die elektrophoretische Auftnegrerfolgte bei 80 V fir 6 h.

2.2.2.5.3.Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)
Mit Hilfe von Polyacrylamidgelen wurden kleine DNAagmente separiert und
analysiert. Das Auflésungsvermdgen wird durch dateA an Acrylamid (3.5 %-12 %)

bestimmt. Ein 5 % PAGE-Gel wurde wie folgt angesetz

10 ml Acrylamid 40 %
15ml 5 x TBE

50 ml H,O

250 pl APS (10 % wiv)
70 ul TEMED

In Anwesenheit von TEMED bildet APS freie Radikalle die Polymerisierung von
Acrylamid einleiten. Der Einschluss von Luftblasgarde durch die Verwendung von
vertikalen Glasplatten fir das Gelgiessen verhind@ie Elektrophorese erfolgte bei
80 V fur 5 h in der Apparatur Protean™Il von BioR&linchen. Um die DNA in der

Tragermatrix anzufarben, wurde Ethidiumbromid verdet.

2.2.2.6. Fallung von DNA aus wassrigen Lésungen

Alkoholische Lésungen haben im Vergleich zu wassrigLosungen niedrige
Dielektrizitatskonstanten, die Bildung groR3er Malkdggregate wird dadurch
beginstigt. Durch Zugabe monovalenter KationenQ/dl 3 M Natriumacetat) und

2 Vol Ethanol (p.a.) bzw. 1 Vol Isopropanol werdeie negativen Ladungen des
Phosphodiester-Ruckgrats der DNA abgesattigt, dstélung zwischen Molekilen
dabei verringert und die Aggregatbildung weitersté@rkt; die DNA fallt aus. Die

Loésung wurde 20 min bei -80°C gelagert und danmmitO bei 4°C zentrifugiert

(4000 x g). Der Uberstand wurde verworfen und dafleP zur Entfernung von

Salzresten mit 500 ul Ethanol (70 %) gewaschen. Bkt wurde bei RT getrocknet
und in der gewtinschten Menge TE oder Wasser gelost.



39 Material und Methoden

2.2.2.7. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukleinsauren wurde mit eineBpektralphotometer
(BioPhotometer, Eppendorf) bestimmt. Nach Abgleictder Nullwerte konnte das
Absorptionsmaximum der gemessenen Nukleinsauren 266 nm) bestimmt und
gleichzeitig Verunreinigungen durch Proteine (b802m) bzw. Salze (bei 230 nm)
festgelegt werden. Nach dem Lambert-Beerschen-Gésateliert die Konzentration
der Nukleinsduren linear mit der Extinktion beiexinVellenlange von 260 nm. Eine
OD2sonmVON 1, gemessen in einer Kivette mit einer Schické von 10 mm, entspricht
einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml und einer RIKAnzentration von 40 pg/ml.
Der Quotient kgo/Ezgo ist ein Mald fur die Reinheit der DNA und sollted 2.0.2
betragen. Zur photometrischen Konzentrationsbestingnwurden Verdinnungen der
DNA verwendet.

2.2.2.8. Aufreinigung von DNA

2.2.2.8.1.DNA aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten (Lange 70 bp k8 kb) aus Agarosegelen
erfolgte mit dem QIAquick Gel Extraction Kit Die Methode beruht auf dem Prinzip
des Anionenaustauschs in einer Silikat-Gel-Memlpr&h Durch einen Hochsalzpuffer
wird die DNA gebunden und durch einen Niedrigsatfgyueluiert. So wird sie von
Primern, Nukleotiden, Enzymen, Mineraldl, Salzengafose und Ethidiumbromid
befreit. Nach einer gelelektrophoretischen Auftiamn (s. Kapitel 2.2.2.5.1.) wurde das
Gelstick mit dem gewunschten Fragment mit einemlp8kaausgeschnitten und
gewogen. Um die Agarose aufzulésen, wurden 3 VelRlgfers QG dazugeben und flr
10 min bei 50°C inkubiert. Um die DNA zu binden wardie Probe, nach dem
vollstandigen Auflésen des Gelstiicks, auf eine Qiskf-Saule gegeben und fiir 1 min
bei 4000 x g zentrifugiert. Die Reinigung der DNAnv Salzresten erfolgte in einem
Waschschritt mit 0.75 ml Puffer PE. Die Eluatiorr d@NA von der Saule erfolgte,
indem 30 pl Puffer EB (10 mM Tris/Cl, pH 8.5) aufsdZentrum der QIAqui¢kSaule
aufgebracht und fir 1 min bei 4000 x g zentrifugveurde.
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2.2.2.8.2.Montage™ Centrifugal Filter Devices

Mit Hilfe dieser Methode konnten Plasmid-DNA odeCR-Produkte von Salzresten,
nicht inkorporierten dNTPs oder Primern befreit desr. Die dabei verwendete
Montage ™-Saule hat eine fir niedermolekulare Vesunigungen, nicht aber fir DNA
permeable Membran. Die DNA-Probe wurde mit Wassainem Gesamtvolumen von
500 pul auf die Saule pipettiert und zentrifugiet0@0 x g, 15 min, RT). Das Eluat
wurde in einem Eppendorf-Reaktionsgefald gesammmueldt anschlieRend verworfen.
Nach der umgekehrten Montage der Saule auf einsn&ppendorf-Reaktionsgefarl’
wurde die DNA mit der gewiinschten Menge Wasser dderdurch Zentrifugation

(1000 x g, 5 min, RT) eluiert.

2.2.2.9. Enzymatische Behandlung von DNA

2.2.2.9.1.DNA-Spaltung durch Restriktionsendonukleasen
Restriktionsendonukleasen besitzen die FahigkeiAR¥dquenzspezifisch zu spalten.
Hierbei erkennen sie spezifische, meist palindrohds Sequenzen von 4 bis 10
Nukleotiden, in denen sie die PhosphodiesterbridesnDNA-Rickgrates spalten. Bei
der Hydrolyse der DNA koénnen je nach Art der R&ttsthsendonuklease glattblgnt
end9 oder kohasivesticky ends Enden entstehen. In Abhangigkeit von der DNA-
Konzentration und dem Gesamtvolumen des AnsatZ&&{1ul) wurden in der Regel
5-10 U der Endonuklease pro 1 ug DNA, sowie eina ¥ersteller angegebene Menge
des entsprechenden Puffers eingesetzt. Die Inlarbatiolgte unter den vom Hersteller
angegebenen Bedingungen. Die Analyse der Ansaftedgter durch Auftragen eines
Aliquots auf ein TBE-Agarosegel (siehe Kapitel 2.3.1) und gegebenenfalls eluiert
(siehe Kapitel 2.2.2.8.1.).

2.2.2.9.2.Dephosphorylierung von DNA

Zur Abspaltung der 5’ Phosphatgruppe von DNA wudde Antarktische Phosphatase
(AP) von New Englang Biolabs (Frankfurt a. M.) vervdet. AP-behandelte Fragmente
konnen nicht mit sich selbst religieren. Der Antail religierten Vektoren ohne Fremd-
DNA bei Klonierungen wird vermindert. Abhangig vder eingesetzten DNA-Menge

und des Ansatzvolumens, wurden 5U AP pro pg VeRiA, sowie eine vom

Hersteller angegebene Menge des entsprechendeerd@ingesetzt. Anschliel3end
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folgte eine Inkubationszeit von 15min bei 37°C. r€u eine 5 mindtige
Hitzeinaktivierung bei 65°C wurde die enzymatisdhakung abgestoppt, was eine

anschlieBende DNA-Aufreinigung unnotig macht.

2.2.2.10Ligation

2.2.2.10.1. Ligation von DNA Fragmenten

DNA-Fragmente konnen durch die Bildung von Phospmsidrbindungen zwischen
freien 3’-Hydroxyl- und 5’-Phosphatenden unter Hygse von ATP verbunden
werden, wobei diese Reaktion durch eine T4-DNA-kggkatalysiert wird.

Fur die Ligasereaktion wurden restriktionsenzyneatisehandelte Insert-DNA und der
entsprechende restriktionsenzymatisch vorbehandeitdé dephosphorylierte Vektor
zusammen mit dem vom Hersteller mitgelieferten &egRuffer und max. 0.1 x Vol T4-
DNA-Ligase (6 U/ul) in einem 10 pl Reaktionsansgemischt und inkubiert. Das
optimale Vektor:Insert Verhaltnis musste fur digvgdige Ligationsreaktion ermittelt

werden. Da der fur die Reaktion bendtigte Ligatpufier ATP enthalt, wurde er nach
dem ersten Gebrauch in Aliquots eingefroren. Jedlkguot wurde nur einmal

verwendet.

2.2.2.10.2. T/A-Klonierung

Viele Polymerasen besitzen eine Terminale Transéefktivitat, wodurch ein dATP an
die 3' Enden des PCR-Amplifikats angehangt wirded®i Eigenschaft der Polymerasen
HotStarTad (Qiagen, Hilden) und AdvantaeiF 2 Polymerase (Clontech, Palo Alto.,
USA) wurde zum Klonieren eingesetzt, indem ein Tkide mit je einem dTTP am 3'-
Ende beider Schnittenden verwendet wurde (Clarig8)l9Diese Uberhdnge sind
kompatibel mit den dATP der PCR-Produkte. Zur Kéyong von PCR-Produkten
wurden die pGEM-T und pGEM-T Easy Vektorsysteme der Firma Promega
(Mannheim) benutzt. Ligation und Transformationokgfe wie in Kapitel 2.2.2.10

(Ligation) und 2.2.1.2 (Transformation) beschrieben
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Reaktionsansatz: 50 ng T-Vektor
1-3 facher molarer Uberschuss Insert (zum Vektor)
1 ul 10 x Puffer (T4 DNA Ligashkigh conc)
0.5 pl T4 DNA Ligasénigh conc
X Ul HO
add 10 pl

2.2.2.11Blau-Weil3-Selektion

Plasmide enthalten in der Regel eine Klonierunysstenit zehn bis zwanzig
Restriktionsendonukleaseschnittstellen. Man spacich von einemutiple cloning site
Liegt diese in einem Gen, wird dieses durch Einfiigen DNA-Fragmenten inaktiviert.
Diese Inaktivierung kann, wie im Falle der Blau-W<8elektion durch die
Unterbrechung des lacZ-Gens, sichtbar gemacht weardd vermindert die Zahl der zu
untersuchenden Bakterienklone. LacZ kodiert fir Nagrminalea-Fragment der R3-
Galactosidase, das alleine keine 3-Galactosidasgakbesitzt. Bringt man es aber mit
dem ebenfalls inaktiven C-terminalanFragment zusammen, welches die fir die
Transformation verwendeten Bakterien exprimiereirdvdie Aktivitat des Enzyms
wieder hergestellt. Dieser Vorgang wicdKomplementation genannt (Ullmann und
Perrin 1970). Bakterienkolonien, in denen a@afragment unterbrochen ist, bleiben
nach der Inkubation mit IPTG und X-Gal weil3. Kloolene Insertion exprimieren das

a-Fragment und farben sich blau.

2.2.2.12Polymerasekettenreaktion (PCR) (Mulliset al.,1987; Saikiet
al., 1989)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient u.a.inleditro Amplifikation spezifischer
Sequenzen aus genomischer DNA. Die hitzestabileynfRvhse stammt aus dem
thermophilen ArchebakteriunThermus _aqaticus [76]. Durch Aufschmelzen der
Wasserstoffbrickenbindungen wird zunachst die DN&A 85°C in Einzelstrange
Uberfuhrt. Die Spezifitat der Amplifikation basiemif zwei Oligonukleotidprimern, die
das zu amplifizierende DNA-Stuck flankieren, unchsnach der Hitzedenaturierung an
den komplementéren Strang anlagern. Die optimalegenungstemperatur der Primer
wurde rechnerisch ermittelt [77]: {F 69.3 + 0.41 x G/C — 650/n; n entspricht dabei
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der Lange der verwendeten Oligonukleotide), muabsx empirisch optimiert werden.
Die Elongation erfolgte bei 72°C. Durch sich widd#ende Zyklen von Denaturierung
der DNA-Strange, Anlagerung der Primer (,Annealingund DNA-Synthese

(,Elongation*) wird eine exponentielle Vermehrungsdjeweiligen DNA-Fragments
erreicht. Im Anschluss wurde die Temperatur mehkireuten bei 72°C gehalten, um
die Elongation aller Fragmente zu gewahrleistenicBulen Einsatz der hitzestabilen

TagPolymerase wird die Automatisierung der PCR inriiexyclern erméglicht.

2.2.2.12.1. Genotypisierung vonKnockoutMausen mittels PCR

Alle Nachkommen der mutanten Mause wurden mit Hilée PCR genotypisiert. Fur
die Amplifikation der Wildtyp- und der mutanten Al wurde die DNA aus
Mauseschwanzen (Praparation siehe Kapitel 2.2)2g@dutzt, und es wurde folgendes
Pipettierschema verwendet:

MocsZtdefiziente Mause 2 pul DNA (300-500 ng)
0.5 pl Primer MGF1 (10 pmol/ul)
0.5 ul Primer MOCS49 (10 pmol/ul)
0.5 pl Primer PGK1 (10 pmol/ul)
0.5 pul dNTPs (10 mMach
2.5 pl 10 xTagPolymerase Puffer
0.75 pul MgC} (50mM)
0.5 pl PlatiniurfiTagPolymerase (5U/ul)
in 25 pl Gesamtvolumen

Mocs2defiziente Mause 2 pul DNA (300-500 ng)
1 pl Primer neol (10 pmol/ul)
1 pl Primer Caro16 (10 pmol/ul)
1 pl Primer Car5 (10 pmol/ul)
0.5 pul dNTPs (10 mMach
2.5 pl 10xTagPolymerase Puffer
0.5 pl MgC} (50mM)
0.5 pl PlatiniufiTagPolymerase (5U/ul)
in 25 pl Gesamtvolumen

MOCSH/B transgene Mause 2 1l DNA (300-500 ng)
0.5 pl Primer OriF(10 pmol/ul)
0.5 pl Primer OriR (10 pmol/ul)
0.5 ul dNTPs (10 mMach
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2.5 pl 10 xTagPolymerase Puffer

0.75 pl MgC} (50mM)

0.5 pl PlatiniurfiTagPolymerase (5U/ul)
in 25 pl Gesamtvolumen

Folgende PCR-Programme wurden verwendet:

MocsZtdefiziente Mause unillocs2defiziente Mause:

Denaturierung 94°C fur 5 min
94°C fur45s Denaturierung
35x 60°C flir45 s Primeranlagerung
72°Cfiurlminls Elongation
Extension 72°C fur 10 min

MOCSH/B transgene Mause

Denaturierung 94°C fur 5 min
94°C fur45s Denaturierung
35X 65°C flr45s Primeranlagerung
72°Cfiurlminls Elongation
Extension 72°C fur 10 min

2.2.2.12.2. High-Fidelity PCR

Das Advantag®HF2-System von Clontech wurde genutzt, um gendmisemplates
mit einer hohen Genauigkeit zu amplifizieren. Te&b&.1. zeigt einen Vergleich der
Fehlerraten von handelstblichen Polymerasen. Drea(gkeit des Systems beruht auf
der Verwendung eines speziellen Polymerasegemisdbsr Advantage-HF2-
Polymerase-Mix enthalt die BD-Titaniufifag-DNA-Polymerase, eine Nuklease-
defiziente N-terminale Deletion deragPolymerase. Dieses Enzym liefert hbhere
Ertrage als dieTagPolymerase und enthalt zusétzlich BD-TaqStakntikérper fiir
einen einfachen, integriertétot Startbei jeder Reaktion. AuRerdem enthalt der Mix
eine kleine Menge einer zweiten Polymerase privofreading-Aktivitat fir eine
gesteigerte Genauigkeit. Der Prozess der homolBg&ombination bei der Herstellung
von KnockoutMausen wird erheblich durch inkorporationsbedin@equenzfehler
beeintrachtigt, deren Anzahl durch die Verwendumg d\dvantag&HF2-Systems

gesenkt wird. Es wurde folgendes Pipettierschemaeralet:
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1 pul DNA (300-500 ng)

1 pl Primer A (10 pmol/ul)

1 pl Primer B (10 pmol/ul)

4 ul 10 x HF 2 Puffer

5 ul 10 x HF 2 dNTPs

1 pl 50 x Advantage-HF 2 Polymerase Mix
in einem Gesamtvolumen von 50 pl

Nach 1 min initialer Denaturierung bei 95°C erfelgiie PCR mit 55 Zyklen im
Thermocycler Peqglab Primus 56 nach folgenden Pnogra

94°C fir30s  Denaturierung
68°C fur 6 min  Anlagerung der Primer und Elongation

2.2.2.12.3. Reverse Transkriptase-Reaktion [78]

Die Reverse Transkriptase-PolymerasekettenreakRInPCR) wird zur Generierung
einer zur mMRNA komplementaren cDNA genutzt. Anatogeiner regularen PCR wird
ein durch einen Primer festgelegtes Fragment deNMmRmplifiziert. Die RT-PCR
wurde mit dem Omniscriptt Reverse Transkriptase K{Zweischrittsynthese) von
Qiagen durchgefihrt. Die Erststrangsynthese wurd@hermomixer durchgefihrt. Als
erstes wurden 1-2 pg Gesamt-RNA mit dem gewlnsciRemer (1 pl einer
100 pmol/ul Lésung) fur 5 min bei 65°C denaturignt fir 1 min auf Eis abgekuhlt. In
diesem Schritt erfolgte die Anlagerung der Primerdie mRNA. Die spezifizierte
cDNA-Strangsynthese wurde bei 37°C fur 1 h durchigef Dazu wurde dem Ansatz

folgendes zugegeben:

1l 10 x Puffer

1ul dNTP-Mix (5 mM)

1ul  DTT (330 mM)

0.5 ulI Omniscript™ Reverse Transkriptase
add 10 pl RNAse-freies Wasser

Die anschlieende PCR mit 1 ul der cDNA als Matrezdsprach dem in Kapitel
2.2.2.12.4 beschriebenen Programm. Die ReversesHnatase von Omniscript™
besitzt neben der RNA-abhé&ngigen DNA-Polymerasevitit auch eine RNaseH-
Aktivitat und degradiert somit RNA-cDNA-Hybride.
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2.2.2.12.4. PCR an Plasmid-oder genomischer DNA

Fur die Amplifizierung von DNA-Fragmenten aus Pladsn oder genomischer DNA
wurde das HotStarT&qPCR-System von Qiagen (Hilden) und sequenzspeléis
Primer verwendet. Das System enthalt die HotStaflldé-Polymerase, die eine
modifizierte Form der rekombinanten 94kDag-+Polymerase von Qiagen darsteBei
Raumtemperatur hat das Enzym keine Polymerasegktivbadurch werden die
unspezifische Anlagerung von Oligonukleotiden unidhBr-Dimeren verhindert. Durch
eine 15 mindtige Inkubation bei 95°C wird das Enzaktiviert (Hot Star). Es wurde

folgendes Pipettierschema verwendet:

Plasmid-DNA (30-50 pg) oder genomische DNA (500 ng)
12.5 pl HotStarTaq Master Mix

1 plforward-Primer (10 pmol/ul)

1 plreversPrimer (10 pmol/ul)

in einem Gesamtvolumen von 25 pl

Nach 15 mindtiger initialer Denaturierung zur Akésung der HotStarTag-Polymerase
bei 95°C erfolgte die PCR mit 35 Zyklen gemal} fatim Programm:

94°C fir 45 s Denaturierung
55-65°C fir 45 s Anlagerung der Primer
72°C fuar 1 min pro 1 kb Elongation

Zum Abschluss des letzten Elongationsschritts wulideReaktion flr weitere 10 min
bei 72°C fortgesetzt.

2.2.2.12.5. Randomly Primed®CR-DNA Walking SpeedUP™ Premix

Kit
Das DNA WalkingSpeedUPM Premix Kit von Seegene (Seoul, Korea) beinhaitetn
PCRMaster Mix und DNAWalkingACP (Annealingcontrol-primer)-Primer, die zur
direkten Amplifizerung unbekannter flankierenderr@&ehe bis zu 3 kb dienen.

Folgendes Pipettierschema wurde verwendet:
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1.PCR: x ul DNA (100 ng)

4 pl 2.5 uM DW-ACP1-4

1pl10 uM TSP1

X pl dHO

25 pul 2 x SeeAmp™ACP™Master Mix Il

in einem Gesamtvolumen von 50 pl
2.PCR: 2 pl aufgereinigte DNA aus 1.PCR (1-4)

1 pul 10 pM DW-ACPN

1ul10 uM TSP2

X pl dHO

25 pl 2 x SeeAmp™ACP™Master Mix Il

in einem Gesamtvolumen von 20 pl
3.PCR: 2 ul aufgereinigte DNA aus 2.PCR (1-4)

1 pl 10 pM Universal-Primer

1ul10 uM TSP3

X ul dHO

25 pl 2 x SeeAmp™ACP™Master Mix Il

in einem Gesamtvolumen von 20 pl

Zwischen den einzelnen PCR-Reaktionen wurde daguRranit dem QIAquick PCR
Purifikation Kit der Firma Qiagen aufgereinigt.

Folgende PCR-Bedingungen wurden genutzt:

1.PCR 1x 94°C 5 min
1x 42°C 1 min

1x 72°C 2 min

94°C 30s

35x 55°C 30s

72°C 100 s

1x 72°C 7 min

2.PCR 1x 94°C 3 min
94°C 30s

35x 55°C 30°s

72°C 100 s

1x 72°C 7 min

3.PCR 1x 94°C 3 min
94°C 30s

35x 60°C 30s

72°C 100 s

1x 72°C 7 min

Anschliel3end wurden die PCR-Produkte auf ein 1.68b aufgetragen, gelextrahiert
und in den T-Vektor pGEftTeasy der Firma Promega kloniert.
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2.2.2.13.DNA-Sequenzanalyse

Die Sequenzierung wurde modifiziert nach dem Keibémuchverfahren von Sanger
et al(1977) durchgefihrt. Die Methode beruht auf demm&pi der durch den Einbau
von Didesoxynukleotiden (ddNTP) auf alle Positionvemteilten Unterbrechungen der
DNA-Neusynthese. Fir die Sequenzierung wurde deEmaynic ET-Terminator-Mix
der Firma GE Healthcare, Buckinghamshire verweridigiser Mix enthalt dNTPs, mit
vier verschiedenen Fluoreszenz-Farbstoffen madaeddNTPs, DNATag-Polymerase
sowie Reaktionspuffer. Die eingesetzte Menge zweerjerender Template-DNA

wurde nach folgender Formel berechnet:

b
m (ng) = = (Sp)

Die Reaktion fand in 0.2 ml PCR-Reaktionsgefal3eatt.stEs wurde folgendes

Pipettierschema verwendet:

x Ul DNA (m = abhangig von der Fragmentgrof3e)
0.5 pl Primer
2.5 pl DYEnamic ET-Mix
in einem Gesamtvolumen von 10 pl

Nach 1 minuatiger initialer Denaturierung bei 95°@Gokgte die Kettenabbruchreaktion

mit 25 Zyklen gemalf folgendem Programm:

95°C 20s Denaturierung

55°C 30s Anlagerung der Primer
60°C 2 min Elongation

75°C 5 min finale Extension

Nach Beendigung des PCR-Programmes erfolgte diakigon 10 pl FD zu jedem

Sequenzieransatz, um das Probenvolumen fur didlafsende Aufreinigung tber eine
Sephadex-Saule zu vergrof3ern. Die Sequenzieruncdusdertung erfolgte Uber den
automatischen Kapillar-Sequenzierer vom Modell Meaye1000 (Amersham

Bioscience, Freiburg).
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2.2.2.14.Blot-Techniken
2.2.2.14.1. Southern Blot von DNA auf Nitrozellulose-Filter

(modifiziert nach Southern, 1975)
Nach der Auftrennung der DNA in einem TAE-Agarode(@ehe Kapitel 2.2.2.5.1.)
folgte die Farbung mit EtBr. AnschlielRend wurde (s mit einem Fluoreszenzlineal
fotografiert und in einer Fotoschale fur 10 min é@ner 0.125M HCI-Lésung
depuriniert. Nach Abgiel3en der HCI-Losung wurde @Gse$ kurz mit deionisiertem
Wasser abgespult und 30 min in der Denaturierusgsl® geschwenkt. Nach einem
erneuten Abspulen des Gels mitAHschloss sich eine 30 minitige Neutralisierung an.
Der Transfer der DNA auf die Nitrozellulosemembi&tybond-XL, GE Healthcare)
erfolgte mit dem Turboblotter™ von Schleick&rSchill. Zuerst wurden 26 trockene
und ein in 20 x SSC getranktes Whatman-Filterpaipielie Bodenwanne des Blotters
gelegt. Die Nitrozellulosemembran wurde mit 2 x S&ftilibriert und auf den Stapel
gelegt. Das Agarosegel wurde nach der Behandlungutiplatziert und mit drei in
20 x SSC getrankten Whatman-Papieren bedeckt. Dér 20 x SSC geflllte
Pufferbehalter wurde nun auf der Bodenwanne plataied durch eine Whatmanbricke
mit dem Stapel verbunden. Nach dem Transfer der Dby Nacht wurde der Filter in
2 x SSC gewaschen und durch UV-Licht-BestrahlungUwitCrosslinker(Typ 1800,
Stratagene, Heidelberg) kovalent an die Nitrozeiamembran gebunden.

2.2.2.14.2. Northern Blot von RNA auf Nitrozellulose-Filter

Nach der Auftrennung der RNA wurde das Agarosegehée Kapitel 2.2.2.5.1.) mit
einem Fluoreszenzlineal fotografiert und in einetoSchale zweimal fir 10 min in
dH,O gewaschen. Da die Auftrennung der RNA im Agarekelgereits unter
denaturierenden Bedingungen stattfindet, schlieig&h sder Transfer auf die
Nitrozellulosemembran (Hybond-XL, GE Healthcarejellt an. Hier wurde ebenfalls
der Turboblotter™ von Schleich&r Schill genutzt (siehe Kapitel 2.2.2.14.1.).
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2.2.2.15.Radioaktive Markierung von DNA (modifiziert nach Feinberg
und Vogelstein, 1984 [79])

2.2.2.15.1. Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten mit dem
Megaprime™ DNA labelling Kit
Die radioaktive Markierung der DNA-Sonden mit-§2P]dCTP erfolgte mit dem
Megaprime™DNA labelling Kitvon GE Healthcare, Buckinghamshire. Die Methode
beruht auf dem Zufallsprimergndom prime)-Prinzip von Feinberg und Vogelstein,
1984. Das Reaktionssystem beinhaltet eine Primertpsnit Zufallsnonamer-Primern
in wassriger Lésung, konzentrierten Megaprime Reakpuffer mit dATP, dGTP und
dTTP sowie das DNA-Polymerase | Klenow-FragmentUfdl). 200 ng der zu
markierenden DNA wurden mit Ampuwa auf ein Volumem 30ul aufgefullt, dazu
wurden 5ul Primerldsung pipettiert. Der Ansatz wurde 7 makgcht, abzentrifugiert
und anschlieBend fur 2 min auf Eis abgekihlt. Etdo die Zugabe von 10
Reaktionspuffer, 2l Klenow-Enzym (1 UAl) und 5ul (50uCi) [0-32P] dCTP
(3000 Ci/mmol). Der Ansatz wurde kurz gemischt umihdestens 1 h bei 37°C
inkubiert.

2.2.2.15.2. Abtrennung nicht inkorporierter Radionukleotide

Nicht eingebaute Nukleotide wurden mit MicroSpin™26&-Saulen von GE Healthcare,
Buckinghamshire, abgetrennt. Zunachst wurden dph&tex-Saulen gut gemischt und
der Deckel etwas geotffnet. Nach Abbrechen des emténdes wurden die Saulen in ein
leeres 1.5 ml Reaktionsgefald gestellt und 2 mirBb6ix g zentrifugiert. Anschliel3end
wurde die Saule in ein neues Reaktionsgefal} tb#dakd die Probe aufgetragen. Nach
einer Zentrifugation bei 800 x g fur 1 min 30 s deirdie Aktivitat der Sonde im
Reaktionsgefald und die der nicht inkorporierteni®adkleotiden in der Saule mit dem
Geiger-Muller-Zahlrohr bestimmt. Die markierte Sergbllte eine hdhere Aktivitat als

die Saule vorweisen und mehr als 40 % der eingieseRadioaktivitat beinhalten.

2.2.2.16Hybridisierung (nach Denhardt, 1966)

Die zu hybridisierenden DNA-Filter wurden aufgetrolind in einen mit 2 x SSC
geflllten Hybridisierungszylinder geschoben. Dabeurde der Filter mit der

beschrifteten DNA/RNA-Seite nach innen so eingeldgss er luftblasenfrei direkt an
der Zylinderwand anlag. Die 2 x SSC-Losung wurdgegiossen und durch 6 ml auf
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Rapid-hyb buffe{GE Healthcare, Buckinghamshire, UKjsetzt. 25 Lachssperm-
DNA (10 mg/ml) wurden mit 500 pRapid-hyb bufferlO min bei 96°C denaturiert,
2 min auf Eis gestellt und zur Hybridisierungslogupipettiert. Der Filter wurde
daraufhin mindestens 4 h im Hybridisierungsofen b&°C inkubiert. Die
Vorhybridisierung vermeidet unspezifische Bindung#gr Sonde an die Membran.
AnschlieRend wurde die markierte Sonde zusammen 25t pl Lachsperm-DNA
(20 mg/ml) im Wasserbad fir 7 min bei 96°C denattyrifiir 2 min auf Eis gestellt und
zur Hybridisierungslésung gegeben. Die Hybridisigruerfolgte UN bei 65°C im
Hybridisierungsofen. AnschlieBend wurde die Hylsigliungslosung in den
radioaktiven Abfall verworfen, bzw. in einem Plagefal3 zur weiteren Verwendung
bei 4°C gelagert. Der Hybridisierungszylinder wurda 2 x SSC gefullt, der Filter in
die auf 65°C vorgeheizte Waschldsung | tiberfiihd his ca. 20 Bg/chRestaktivitat
gewaschen. Zwischenzeitlich wurde die Aktivitat delsers mit dem Geiger-Mduller-
Zahlrohr gemessen. Es folgte ein erneuter Waschwgrgn Waschlosung Il. Die
Filterwaschung wurde solange fortgesetzt, bis Biestaktivitat auf dem Filter verblieb,
die sich nach der Grof3e des Filters und zu erwdeteBandenzahl richtete, jedoch
ungefahr 2-5 Bg/chbetrug. Der noch leicht feuchte Filter wurde insEhhaltefolie
eingeschweil3t und in eine Expositionskassette geleg

2.2.2.17Nachweis der markierten DNA

2.2.2.17.1. Autoradiographie

Der radioaktiv markierte Filter wurde in eine Auddrografiekassette eingelegt und bei
Rotlicht ein Rontgenfilm aufgelegt. Um die Sign#édinsitdt abschéatzen zu kénnen
wurde der Film zunachst fir einen Tag bei -80°Coexgxt. AnschlieRend wurde dieser
mit dem automatischen Rontgenfilmentwickler Cuéi& (Agfa, Koéln) entwickelt Ein
weiterer Film wurde entsprechend der Signalintéhsiis zu 10 Tagen exponiert.

2.2.2.17.2. Storage phosphor

Der Filter wurde in einer Expositionskassette nuifgalegtem Phosphorimagscreen
(Kodak, Stuttgart) bei RT exponiert. Die Strahluemgsrgie der hybridisierten Sonden
wurde dabei in der Kristallstruktur des Films gespert. Man benétigt dazu einen mit
BAFBr:EU-Kristallen beschichteten Schirm, in dessknstalle Elektronen durch
ionisierende Energie in einen angeregten, abeiletaBustand (Ex»EW’") versetzt
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werden konnen. Nach erfolgreicher Exposition mit ligbridisierten Membran werden
die Kristalle von einem Laserstrahl abgetastet dablei noch mehr angeregt, diesmal
aber in einen instabilen Zustand E»EW") Gberfiihrt, woraufhin die Elektronen in
ihren Grundzustand zuriickfallen wEu). Dabei geben sie Lichtquanten ab, welche
gemessen werden. Die Methode ist 10 bis 100maliadijgher als Rontgenfilme. Der
lineare Signalbereich geht Gber 5 GrélRenordnund€®000:1) und ist daher fur
Quantifizierungen besser geeignet. Die Daten wemlgndem Computer erfasst und
kénnen densitometrisch ausgewertet werden. Died-ivarden je nach Signalstarke
nach 1-3 Tagen mit dem Phosphorimager™ von Bioestannt. Die Auswertung der
Daten erfolgte mit dem Computerprogran@uoantity Onevon Biorad. Anschliel3end
wurden diescreensdurch Bestrahlung mit Licht einer bestimmten WdHege im

Screen Erase(Biorad, Minchen) geldscht und erneut fur 1-3 Tegeoniert.

2.2.3Biochemische Analysen

2.2.3.1. Native-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteinproben wurden durch das diskontinuierliches/Glycin-SDS-Gelsystem,

bestehend aus Sammel- und Trenngel unter denaftodien und reduzierenden
Bedingungen entsprechend ihres Molekulargewichtagfgetrennt [80]. Der

Acrylamidgehalt des Sammelgels betrug 4 % (w/v), des Trenngels 12 %. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte im kleirgalsystem (Hoefer) fur 1-1,5 h bei
250 V unter Wasserkuhlung.

2.2.3.2. Immunoblot Analyse

Die Immunoblot-Analysen wurden von Silke Leimkihlem der Universitat Potsdam
durchgefuhrt. Fur eine spezifische Detektion gegéen oder sich in Rohextrakten
befindender Proteine wurde die Immunoblot-Analysgeavendet. Dabei transferiert
man die Proteine nach erfolgter GroRRentrennung @n MNativen-Polyacrylamid-

Elektrophorese auf eine Tragermembran (PolyvinpeeDifluorid-Membran, GE-

Healthcare), auf der die immobilisierten Proteiranm mittels Antikorper detektiert
werden konnen. Der Proteintransfer wurde in eineon@tra-Blotapparatur im

kontinuierlichen Tris-Glycin-Puffersystem durchgefti und konnte anschliel3end
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mittels einer reversiblen Farbung mit 5% (v/v) Besu S visualisiert werden. Der
immunologische Nachweis spezifischer Proteine wurdeh einer einstindigen
Absattigung unspezifischer Bindungsstellen an demidran durch eine 5 % (w/v) BSA
(Rinderserumalbumin) in TBS mit dem primaren Antjpér fur 2 h bei RT bzw. UN
bei 4°C initiiert. Ungebundene Antikdrper wurderrauzweimaliges Waschen fur 10
min mit TBSTXS (0,1 % BSA; 0,1 % Triton X-100; 0,06 SDS; in 1 x TBS) entfernt
und die Membran erneut blockiert. Anschlie3end wudid Membran mit einem, gegen
den primaren Antikdrper gerichteten sekundaren k@ngier (anti-rabbit bzw. anti-
mouse) inkubiert. Dieser war mit der alkalischeno$tihatase markiert, die die
Detektion der Proteine durch den enzymatischen thnder Substrate NBT (Nitro-
Blau-Tetrazolium) und BCIP  (Bromo-4-Chloro-3-IndbBhosphat-p-Toluidin)

ermaglichte.

2.2.3.3. Molybdopterin-Untersuchung

Die Untersuchung des Molybdopterin-Gehalts in Labsyn Mausen wurde von Prof.
Dr. Gunter Schwarz (Institut fir Biochemie, Univ&iszu Koln) durchgefihrt.

Die Rekonstitution der Nitratreduktase (NR) Meurospora crassait-1 Test wurde
genutzt, um den Molybdopteringehalt in der Leberbestimmen. Die NR-defiziente
Mutantenit-1 [81-82] kann kein Molybdopterin bzw. Moco bildemodurch es zu einer
Akkumulation des cPMPs kommt. Im zellfreien Extr&ann die NR-Aktivitat durch
Zugabe von externem MPT/Moco komplementiert werdaa.beiden Stoffe kdnnen so
detektiert und quantifiziert werden [83-84y. crassanit-1 Extrakt wurde hergestellt
wie von Nasoret al (1971) [84] beschrieben und durch Gelfiltratioretieine PD-10-
Saule entsalzt. Um den Enzymrohextrakt aus Mauseiebu erhalten, wurde dem
Organ 2 Vol Puffemit-1 (50 mM Na-Phosphat, 200 mM NaCl, 5 mM EDTA, pH)7.2
zugegeben, mit Ultraschall aufgeschlossen und iaggiert. GemalR des linearen
Wertebereiches des Testes wurden 2 pl verschiedssbmrextraktverdiinnungen mit
20 pl Puffer nit-1, der 5 mM Natrium-Molybdat und 2 mM reduziertesutathion
enthielt, inkubiert. Das Reaktionsgemisch wurde filn bei RT unter anaeroben
Bedingungen inkubiert, gefolgt von der Rekonstitusreaktion bei 4°C Uber Nacht.
Nach der Zugabe von 20 mM NADPH (reduziertes Ni@tidAdenin-Dinukleotid-
Phosphat) und einer Inkubationszeit von 10 min wutte NADPH-Nitrat-Reduktase-



54 Material und Methoden

Aktivitat gemessen. Eine Einheit MPT-Aktivitat epteht der rekonstituiertemit-1
Nitratreduktase, welche die Absorption bei 540 mm 20 min um 1.0 OD erho6ht. Die
Aktivitat wird in Einheiten pro mg Protein im Rohexkt ausgedriickt.

2.2.3.4. Untersuchung der Sulfitoxidaseaktivitat

Die Untersuchung der Sulfitoxidaseaktivitat in Lebgon Mausen wurde von Prof. Dr.
Gunter Schwarz (Institut fur Biochemie, Universiétin) durchgefihrt.

Das Enzym Sulfitoxidase (SOX) ist im Intermembrama der Mitochondrien

lokalisiert. Hier katalysiert es folgende Reaktion:

S0%~ + H,0 + 2(Cytochrom c)ox = SO%~ + 2(Cytochrom c),eq + 2H*

Durch eine Homogenisierung des zu untersuchendéergewebes wurde die SOX
freigesetzt, und die beschriebene Reaktion, antmdReduktion des Cytochom C,
verfolgt und photometrisch gemessen. Die Mengexadiasten Cytochrom C ist direkt
proportional zur Aktivitdat der SOX. Die Kinetik ddReaktion wird mit Hilfe eines
Spektralphotometers bei einer Wellenldnge von 580@emessen. Als erstes erfolgten
die Aufreinigung der Proteine und die Vorbereituthgr Proben fiir den Test. Der
Leberrohextrakt wurde durch die Sonifizierung in0%0 0.1 M Tris-HCI (pH 8.5)
prapariert. Die Enzymaktivitat wurde in einem Reéaksvolumen von 300 pl gemessen,
das versetzt war mit 0.2 M Tris-HCI, pH 8.5, 0.1MnNatriumdesoxycholat, 50 uM
Kaliumcyanat, 0.2 mg Cytochrom c¢ und 160 [Matriumsulfit. Die Messung der
Enzym-Aktivitat erfolgte bei einer Wellenlange v6860 nm unter der Aufnahme der
Enzymkinetik tber einen bestimmten Zeitraum. Dabatsprach eine Unit einer
Enzymmenge, die pro Minute eine Absorbtionsanderumry 1 OD bei 550 nm und
25°C, bezogen auf 1 mg Protein, erreicht [40]. Risferenzwert wurde immer eine
frische Leber von Wildtyp-Tieren verwendet. Einebke einer unbehandeltéviocsl-

defizienten Maus hatte eine SOX-Aktivitat von 0.

2.2.3.5. Sulfit-Test
Zur Bestimmung des Sulfitgehalts im Urin wurden diralysestéabchen der Firma

Merck (Darmstadt) genutzt. Die Reagenzzone descB#iis, welches mit Nitroprussid-
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Natrium, Kaliumhexacyanoferrat(ll) und Zinksulfampragniert ist, farbt sich in
Abhangigkeit von der Konzentration der vorhandeferfitionen rosa bis ziegelrot.
Bevor die zu prifende Losung auf die Testzone dufgeht wurde, musste der pH-Wert
des Mauseurins von 5 auf 7 angehoben werden. Dafiide in Abhangigkeit des
vorliegenden Volumens 10 % einer 1 M Tris-Losunbl §0) zugegeben. Anhand der
beiliegenden Farbskala konnte nun der Gehalt aenfreSulfit in mg/ml abgelesen

werden.

2.2.4Histologische Techniken

2.2.4.1. Perfusion

Bei der Fixierung und dem Mikroskopieren von Organst es notwendig die
Blutzellen zu entfernen, da sie die eigentlicheoFdgzenzfarbung verdecken. Eine
Moglichkeit ist das Spulen des Blutkreislaufes emter Waschlésunddazu wurden den
Tieren intraperitoneal 0.02 ml bis 0.03 ml Averpno g Korpergewicht injiziert, wobei
darauf zu achten war, dass der Kreislauf stabdbbDer Brustkorb wurde geo6ffnet und
das Herz freigelegt. Um den Abfluss des Blutes wet Perfusionslosung zu
ermoglichen, wurde ein kleiner Schnitt in den rechVorhof des Herzens gemacht. In
den linken Ventrikel wurde, von der Herzspitze aise feine Kantle hineingeschoben.
Mit einem leichten, gleichbleibenden Druck wurdamrb0-100 ml 1 x PBS injiziert.
Nach der vollstandigen Entfernung des Blutes wwethee 4 % Formaldehyd-Lésung
durch den Korper geleitet, um die Organe von innefixieren.Wahrend der Perfusion
starb das Versuchstier schmerzfrei. AnschlieRenddevnu die Organe prapariert und in
25 ml 4 % Formaldehyd (50 ml Falcon) bei 4°C lbeacit fixiert. Nach der
Postfixierung wurden die Organe in 30 %-iger Suserfw/v) in 1 x PBS bei 4°C lber
Nacht aufbewahrt. In dieser LOosung wurde dem Gevespeotisch Wasser entzogen,
wodurch die Bildung von Gefrierartefakten, in Foemer Kristallbildung im Gewebe
beim Einfrieren, verringert wurde. Nach dem Einfe auf Trockeneis wurden die

Organe bis zum Schneiden auf —80°C gelagert.

2.2.4.2. Gefrierschnitte und Farbung der Zellkerne
Nach dem Fixieren und Einfrieren der Organe, wurdbBese in ein vorbereitetes
Blockschéalchen gelegt und mit Einbettmediu@ryoblock, medite Medizintechnik
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GmbH, Burgdorf tibergossen. Anschlieend wurde das SchalcheaOi8ekunden auf

Trockeneis durchgefroren. Die so gewonnenen Blédakelen bei —80°C aufbewahrt. Zum
Schneiden wurden die gefrorenen Blocke bei einemidartemperatur von —23°C im
Kryotom Jung CM3000(Leica, Bensheim auf dem Schneidetisch fixiert und dann
Schnitte mit einer Dicke von 34Bn angefertigt. Die Schnitte wurden auf Objekttréger
SuperFrostPlus (Menzel-Gaser, Braunschweig) aufgebracht. Neicter 30 miniitigen

Trocknungszeit wurden die Proben nfttoLond® Gold antifade-Reagenz mit DAPI
fixiert. Nach 24 h trockener, dunkler Lagerung BT wurden die Rander der
Deckelglaschen mit Nagellack verschlossen und digekKitrdger bei 4°C bis zum

Mikroskopieren gelagert.

2.2.4.3. HE-Farbung

Fur die HE-Farbung wurden die Praparate in den dg@stellen manuell in einer
Farbereihe gefarbt (siehe Tabelle 2.1.). Nach deckhung der Gewebeschnitte bei
56°C U.N. erfolgte die Farbung mit Hamatoxylin (nadayer, Merck). Nach Spulung
der Objekttrager in Leitungswasser wurde mit E@ggengefarbt. Das Eindecken der
Schnitte mit Deckglaschen erforderte eine nochredligtwasserung der geschnittenen
und gefarbten Préaparate. Dazu wurde die Alkohadr@lhumgekehrter Reihenfolge bis
zum Xylol verwendet. AbschlieBend wurden die Organgte mit Hilfe des
Schnelleindeckmittels Eukit (Fluka) und Deckglasaingedeckt. Dazu wurde ein
Tropfen des Eindeckmittels mit einem Glasstab aumh deckglas verteilt und fest auf
den Objekttrager gedrickt, um Luftblaschen zu vatere Nach Trocknung wurden die

Schnitte in Praparatemappen aufbewabhrt.

Reagenz Inkubationszeit
dH,O 2s
Hamatoxylin 5 min
Leitungswasser 1 min
Eosin 1 min
Leitungswasser 30s
50 % Ethanol 5 min
70 % Ethanol 5 min

96 % Ethanol 5 min
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Xylol 5 min
Xylol 5 min

Tabelle 2.1.: Protokoll der HE-Farbung

2.2.5.Transgene Mause

2.2.5.1. Herstellung genetisch veranderter ES-Zellen mittelfomologer
Rekombination
2.2.5.1.1.Praparation von Mausfibroblasten-feeder layers
Die undifferenzierten Stammzellen (ES-Zellen) wurdauf einer feeder layer
Zellschicht in Kulturmedium (DMEM) kultiviert.Feeder layer Zellen (FL) sind
konfluent wachsende Fibroblasten, die den undifigerten Status der ES-Zellen
aufrecht erhalten. Mitomycin verhindert die Aushitg) des Spindelapparates. Dadurch
konnen sich die behandelten Fibroblasten nicht nmeiten. Ein gefrorenes Aliquot
Mausembryofibroblasten (MEFs) wurde bei 37°C awggtin 10 ml FB-Medium
transferiert und in 250 ml Kulturflaschen (75%rausplattiert. Die Zellen wurden bei
37°C in 5% CQ inkubiert. Wenn die Zellen eine konfluente Einedkchicht
ausgebildet hatten, wurden zwei Kulturflaschen @ ml 1 x PBS gewaschen.
Anschlie3end wurde den Flaschen 10 ml FB-Medium 10@ pl Mitomycin (1 mg/ml)
zugegeben und fir 2-3 h bei 37°C inkubiert. In darschenzeit wurden 24-Well-
Platten mit 0.1 % Gelatine fur 2 h bei 37°C beh#éndmd anschlieRend wieder
abgenommen. Mitomycin-behandelte Zellen kdénnen tnimkhr anwachsen, sondern
werden nur durch die Gelatine am Boden der Petlsaohfixiert. Nach Inkubation
wurde das Medium abgenommen und zweimal mit 10 mPBS gewaschen. Nach der
Trypsinierung mit 500 pl TrypLE™ Express (Invitrageund der Vereinigung der
Zellen fur 5 min bei 37°C wurde 10 ml FB-Medium eggben, gut resuspendiert und
die Zellsuspension in ein 15 ml Reaktionsgefali fiber Nach einer Zentrifugation fur
5 min bei 300 x g wurde das Pellet in 12 ml FB-Mdiresuspendiert und mit 500 pl
pro Well ausplattiert. Fir 10 cm Platten wurdenspréchend mehr Zellen verwendet.
Anschlie3end folgte eine Inkubation Uber Nacht 8&fC im Inkubator, damit die

Fibroblasten auf den Boden absinken konnten.
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2.2.5.1.2.Wachstum von ES-Zellen auf Mausfibroblastenfeeder layers
Ein Reaktionsgefald mit eingefrorenen ES-Zellen wurdi 37°C aufgetaut und in ein
15 ml Reaktionsgefal? mit 9 ml ES-Zell-Medium ubébrtli Nach einer Zentrifugation
von 5 min bei 300 x g wurde das Zellpellet in 1B&gewaschen und in 5 ml ES-Zell-
Medium resuspendiert. Die ES-Zellen wurden ans@kiel auf 60 mm MEF-
Petrischalen ausplattiert und bei 37°C, 5 % @QRer Nacht inkubiert. Am néachsten Tag
erfolgte ein Mediumwechsel. Nach 2-3 Tagen wurdém HS-Zellen in 1 x PBS
gewaschen und mit 500 pl TrypLE™ Express fur 5 mkubiert. Nachdem sich die
Zellen vom Untergrund gelost hatten, wurde 5 ml Ze8-Medium zugegeben,
resuspendiert und in ein 15 ml Reaktionsgefal? GbetfNach einer Zentrifugation fir
5 min bei 300 x g wurde das Pellet in 7 ml ES-Zellimm aufgenommen und in eine
vorbereitete 10 cm MEF-Platte (siehe Kapitel 225), mit 1 x PBS gewaschen, 3 mi
ES-Zell-Medium vorgelegt) Uberfihrt.

2.2.5.1.3.Transfektion von ES-Zellen

Fur die Elektroporation wurde eine vollbewachseferh Platte mit ca. 2 x 1(ES-
Zellen trypsiniert und in 20 ml 1 x PBS gewaschBiach einer Zentrifugation von
5 min bei 300 x g wurde das Zellpellet in 600 (¥ BBS resuspendiert und zusammen
mit 40 pg linearisiertem, aufgereinigtem DNA-Koustrin die Elektroporationskivette
transferiert. Die Elektroporation erfolgte bei 240 500 uF mit dem
BIO RAD gene pulser™. Anschlie3end wurde die Kievditr 20 min auf Eis gestellt.
Die Zellsuspension wurde von der Kivette in 20 i8tZell-Medium tberfuhrt und auf
10 cm Platten mit FL-Zellen ausplattiert. Zwei Taggch der Elektroporation wurden
die ES-Zellen mit selektivem ES-Zell-Medium, 400mgNeomycin (G418) und 2 uM
Gancyclovir beinhaltend, behandelt. Das Medium wuebten Tag gewechselt. Nach
ca. 8 d wurden Kolonien resistenter Klone sichtbad konnten fir weitergehende

Analysen vereinzelt werden.

2.2.5.1.4.Wachstum von ES-Zellen fur Southern Blot-Analysen

Einzelne Klone, die die Selektion mit Neomycin u@dncyclovir 8 d tGberlebt haben,
wurden mit einer 20 pl Gilson Pipette unter einemkrbskop von der Platte
aufgenommen und in eine 24-Well-Platte mit FL-Zellend 500 pl ES-Zell-Medium
Uberfuhrt. Nach zwei Tagen wurden die ES-ZellereuZlugabe von 100 pl Trypsin
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und einer Inkubation von 5 min bei 37°C abtrypginiend in 500 pl ES-Zell-Medium
resuspendiert. Jeweils die Halfte der Zellsuspensiarde auf zwei verschiedene mit
24-Well-Platten mit FL-Zellen ausplattiert. Einea®é diente aldlasterPlatte, wurde
mit 250 pl Gefriermedium versetzt und bei -80°Cgeiinoren. Die zweite Platte, auch
DNA-Platte genannt, wurde 2-3d bei 37°C und 5 % @@ubiert. Daraus wurde
anschlie3end DNA isoliert.

2.2.5.2. Herstellung chimarer Mause mittels Injektion von
modifizierten ES-Zellen in Blastocysten

Diese Schritte wurden in Kooperation mit dem Maarek-Institut fir experimentelle
Medizin in Géttingen durchgefuhrt. Die Maushaltwerdplgte unter Ublichen Bedingungen
(Temperatur 21-23 °C, Luftfeuchtigkeit 45-60 %, Idgcht-Rhythmus: 12 h Licht/12 h
Dunkelheit) [85]. Durch Gonadotropingaben kann Areahl der ovulierten Eizellen pro
Zyklus um das Funffache erhoht werden (Hogaml. 1994). Hierzu wurde das Pregnant
Mare’'s Serum als Ersatz fur follikelstimulierendgddormon und das humane
Choriongonadotropin als Ersatz fur das luteines@eeHormon verwendet. Es wurden
jeweils 5 U der Hormone mit einem Intervall von d&8.h in 40 Weibchen intraperitoneal
injiziert. Vier Tage vor Blastozystengewinnung weind40 C57BL/6N-Weibchen gegen 16
Uhr verpaart. Am néachsten Morgen wurden die Maugeemem Vaginalpfropf von den
Ubrigen Tieren separiert. 3.5post coituswurden die Blastozysten isoliert und die
rekombinanten ES-Zellen injiziert [85]. Der Aufbdar Mikroinjektions-Anlage sowie die
Durchfuhrung der Mikroinjektion der ES-Zellen inedBlastozysten erfolgten nach den
Angaben von Hogaet al. (1994). Wahrend der Injektion wurden die ES-Zeltem einer
Temperatur von ca. 10°C gehalten. Der Mikroinjaktgchloss sich eine Inkubation der
Blastozysten von 1 h bei 37°C und 10 %,0@ Brutschrank an. Danach erfolgte der
Transfer in pseudotrachtige C57BL/6N Mause. Dafiwmrden zwei Tage vor der
Blastozystenisolierung 20 weitere C57BL/6N-WeibchenAlter von 10-20 Wochen mit
zehn vasektomierten Mannchen verpaart, und am tgcAsg der Vaginalpfropfkontrolle
unterzogen. Tiere mit einem Vaginalpfropf wurders kaur Blastozystenimplantation
gesondert gehalteRurch die Verpaarung mit den vasektomierten Manncherde der
Reproduktionstrakt der Weibchen fir die Aufnahmer deefruchteten Eizellen

vorbereitet. Diesen pseudotrachtigen Weibchen wurden d 2.5 oder 3.5ost
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cohabitationem die vorbereiteten Blastozysten unter Injektionkose mit
Ketavet/Rompun implantiert [85].

2.2.5.3. Chimare Mause und Verpaarungen

Die ES-Zellen wurden aus Tieren des MausstammeftSYa9isoliert, deren Fell eine
braune Farbung aufweist (Agouti-Fellmarker). Dig der Aggregation eingesetzten
Blastocysten wurden augl0 C57B/6N-Weibchenisoliert, welche eine schwarze
Fellfarbung zeigen. Sind ES-Zellen an der Entwingluler reimplantierten Embryonen
involviert, konnen die chimaren Tiere anhand eingescheckten Fellfarbung
identifiziert werden. Chimére M&use mit einem Ahtan 129/SVJ-Fellfarbe von

mindestens 80 % wurden aDb7B/6NMause zurlckgekreuzt.

2.2.6. Substitutionstherapie mit cPMP

Das cPMP wurde, wie in Schwart al (2004) beschrieben, Uberexprimiert und
aufgereinigt [40]. Die Injektion von cPMP erfolgiatrahepatisch. Aufgrund der
geringen Stabilitat von cPMP bei RT, erfolgte dier€nhfihrung bis zur Injektion zlgig
und auf Eis. Nach dem Auftauen wurde das cPMP meghepH-Wert von ca.7 durch
die Zugabe von 10 x PBS und® auf eine Konzentration von 100 ng/pl in 2 x PBS
mit einem Injektionsvolumen von 25-400 ul gebradbike Injektion erfolgte mit einer
30 G x 1/2, 0.3 mm x 13 mm-Kanule und einer 1 nmingalspritze.

2.2.7. Substitutionstherapie mit pflanzlicher Sulfitoxidase

Die Aufreinigung und PEGylierung der pflanzlichealf8oxidase wurde von Abdel Ali
Belaidi (Universitat zu Koln) durchgefihrt.

Die pflanzliche Sulfitoxidase (PSO) aAsabidopsis thalianavurde als Fusionsprotein
mit einem Histag in Escherichia colitiberexprimiert und aufgereingigt. Die Fusion
eines Histidintags an das Protein ermoglichte dessen Aufreinigung dueme
immobilisierte Metallchelat-Affinitdtschromatograph(IMAC) an einer Nickel-NTA
Matrix. Nach einer anschlielenden Anionenausta@uiematographie wurde die
hochkonzentrierte Proteinldsung mittels Gelfilwathromatographie (in 20 mM
Tris/HCI, pH 8.0, 200 mM NaCl aquilibriert) nach rd&olekulargewichtsgrofie
aufgetrennt (siehe Hanseh al 2006) [46]. Zum Schutz vor einer Immunantwort auf
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das artfremde Protein und zur Stabilisierung degyis wurde die PSO mittels
PEGylierung modifiziert. Dafir wurde das Methyl-PERHS-Reagent der Firma
Pierce (Rockford, USA) verwendet, das aus einemydrbkysuccinimid (NHS)-Ester
besteht, an dem ein Spacer aus Polyethylengykolemér terminalen Methylgruppe
(Methyl-PEQ) gebunden ist. NHS reagieren sehr effizient mimaren Aminogruppen
(-NH>) von Proteinen, wodurch das Methyl-PE@aran gebunden und der NHS-Ester
abgespalten wird (siehe Abb. 2.1.).

Methyl-PEO,-NHS Ester

(0]
O
N. o} O«
o/u\/\o/\/ \/\O/\/ CHs
(0]

PEGyliertes Protein

K 0]
Protein >
- H)k/\o/\/o\/\o/\/O\CH:s

NH,

o ; 0
Protein mit primédren Aminen e

N.
OH

o Abspaltung NHS Ester
(abgetrennt durch Gelfiltration)

Abb. 2.1.: Schematische Darstellung der Proteinyfie@ng mit Methyl-PEQ-Ester.

Der abgespaltene NHS-Ester wurde mittels Gelfiirat abgetrennt und die
Proteinlésung auf 100 pmol/ml in 1 x PBS ankonzerttr Die Struktur und das
Molekulargewicht der PEG-Gruppe kdnnen variiert desr. Fir die PEGylierung der
PSO wurde ein 0.5 kDa lineares PEG und ein 4.5 k®&aweigtes PEG verwendet.
Vergleichende Studien an 2 Mausen, die jeweils &.tthol PEG-PSO verabreicht
bekamen, zeigten, dass das unterschiedliche Ma@ejewicht der PEG-Modifikation
keine Auswirkung auf die Lebensdauer hatte. Dielaref3enden Deeskalationsstudien
mit 0.5, 0.05 und 0.005 nmol PEG-PSO wurden mit defhkDa verzweigten PEG
durchgefuhrt. Kontrollversuche zeigten, dass di&AErung hatte keine Auswirkung
auf die Aktivitat der PSO hatte.
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2.2.8Gentherapie

2.2.8.1. Adeno-assoziierte-Viren

2.2.8.1.1.Aufreinigung von Adeno-assoziierten Viren

Die Herstellung der rekombinanten Viren geschaBusammenarbeit mit Dr. Kugler,
Universitadtsmedizin Gottingen.

Rekombinante AAV-Partikel wurden durch das Verpackénes AAV2 basierenden
Genoms in ein AAV1/2 chiméres Capsid verpackt [8G-&s konnte gezeigt werden,
dass AAV1/2 eine hohe Transduktionseffizienz fig deber und den Muskel aufweist
[88]. Ein Verhaltnis von 50:50 aus AAV-1 und AAVAZerpackungsplasmiden wurde
dafir genutzt. Die Vektoren wurden zuerst durche dimdixanol-Dichtegradienten-
zentrifugation [89] aufgereinigt und durch einédeparin-Affinitatschromatographie
ankonzentriert (Amersham). Nach einer extensivealy®eé gegen PBS, wurden die
Vektoren bei -80°C bis zum Gebrauch gelagert. Dendnkopien wurden mittels
quantitativer PCR ermittelt und die > 99 % Reintaaif einem PAGE-Gel tberpruft.
Der Titer infektiéser Viren(Transduktioneinheiten, tu) wurde durch die Trahsidn
primarer Neuronen untersucht und ein Verhaltnis Y89 (tu : Genom) fur den AAV-
EGFP Vektor festgestellt. Da der AAYAOCSL Vektor auf die gleiche Weise prépariert
wurde, wurde fur diese Konstrukt das gleiche ten@n Verhaltnis angenommen.

2.2.8.1.2. Applikation der rekombinanten Viren

Fur die intrahepatische Applikation der rekombieanViruspartikel wurden die Mause

im Rucken fixiert. Der Einstich erfolgte unterhales Rippenbogens in den vorderen
Leberlappen der Mause. Die intravendse Injektidolgie Uber die Schwanzvene von
sedierten Mausemazu wurden den Tieren intraperitoneal 0.02 miOb@8 ml Avertin pro

g Korpergewicht injiziert, wobei darauf zu achtearywdass der Kreislauf stabil blieb. Alle

Injektionen erfolgten mit einer 30 G x 1/2, 0.3 mrh3 mm-Kanile und einer

1 ml Einmalspritze.

2.2.8.2. Hepatozytentransplantation

2.2.8.2.1.Schadigung der Mausleber mit Retrorsin
Retrorsin ist ein in Pflanzen naturlich vorkommenégrrolizidinalkaloid und blockiert
den hepatischen Zellteilungszyklus [90]. Die Retiddsung wurde wie folgt herstellt:
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50 mg Retrorsin (Sigma) wurden in 5 ml iHgelost. Anschliel3end wurde die Losung
mit 1 N HCI auf einen pH-Wert von 2.5 eingestdiiach dem vollstandigen Loésen des
Retrorsinpulvers wurde der pH-Wert mit 1 N NaOH alif 6.5 eingestellt und steril
filtriert. Die Retrorsinlosung wurde den Mausen raperitoneal mit einer

Applikationsmenge von 30 mg/kg Korpergewicht irgizi

2.2.8.2.2.Praparation Embryonaler Hepatozyten [91]

(in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. K. Guan und Dr.3reckfuss, Universitatsmedizin
Gottingen)

Ein schwangeres C57B/6N-Weibchen wurde am dobSt coitus abgetotet. Das
Lebergewebe aus 12 Embryonen wurde in**@aien 1x PBS mit 10 % FKS,
10 mmol/l HEPES, 0.5 mmol/l EDTA und 2 U/ml Hepaderkleinert. Anschliel3end
erfolgte eine Inkubation bei 37°C in 0.5 % Kollagea und 2 U/ml Heparin fur 15 min.
Das verdaute Gewebe wurde durch eine Nylonmembirai@myum Porengroi3e filtriert
und bei 40 x g zentrifugiert. Die Lebendzellzahlrdel durch den Trypan-Blau-Test
bestimmt. Nach dem Waschen mit 0.05 % DNase IXrPBS wurden die vereinzelten
Zellen in DMEM-Medium mit 1.0 x 20U/ml Penicillin G, 0.2 mg/ml Streptomycin,
10 % FKS, 10 ng/miHepatocyte Growth FactpiB300 ng/ml Insulin, 1 % Glutamin, auf
Petrischalen mit einer Zelldichte von 5.0 X 1Bellen/ml ausplattiert. Nach einer
Inkubation von 16 h wurden die Zellen in einem 15-aicon-Réhrchen bei 40 x g fur
10 min abzentrifugiert und im gleichen Medium miner Zelldichte von 1 x 10
Zellen/25 pl resuspendiert. Die Zellen wurden mitee 27 G x %2, 0.40 x 12 mm-

Kanile und einer 1 ml Einmalspritze entweder irggatisch oder intravendés appliziert.

2.2.8.3. Nichtvirale Gentherapie

Atellocollagen ist ein Typ I-Kollagen, das Telopépirei ist und dadurch keine
Immunreaktion in der Maus hervorruft [92]. Fur 8Mersuche wurde das Atellocollagen
der Firma GfN (Wald-Michelbach, Deutschland) inegiiendkonzentration von 0.05 %
und das entsprechende Plasmid (aufgereinigt mip@EKSpin Maxiprep endogenfree

Kit) in 1 x PBS gemischt und den Mausetrahepatiscinjiziert.
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3. Ergebnisse

3.1. Molekulare Therapien der Molybdan-Cofaktor-Defizienz
Typ A
Im Rahmen dieser Arbeit wurdeMocsktdefiziente Mause als Tiermodell fir
molekulare Therapien genutzt. Bei diesen Mauseneiist Bereich imMocstGen
deletiert, der zum Verlust der Proteine MOCS1A M@CS1B fuhrt. Dadurch sind die
Mause nicht mehr in der Lage cPMP, das erste Séathaelproduckt der MoCo-
Biosynthese, zu bilden. Wie bei Patienten mit deyiddan-Cofaktor-Defizienz vom
Typ A fuhrt das dazu, dass der MoCo und damit aliehrMoCo-abhangigen Enzyme
Sulfitoxidase (SOX), Xanthindehydrogenase (XDH) widehydoxidase (ADH) nicht
mehr gebildet werden.

3.1.1Biochemische Therapie am TiermodelMocsl-defizienter Mause-
Optimierung der cPMP-Substitutionstherapie

In vorangegangen Experimenten konnte eine Subehtherapie mit dem ersten
Zwischenprodukt der MoCo-Biosynthese, cPMP, etdblwerden. Verschiedene
Behandlungsschemata fiihrten zu dem Schluss, d@iakdpatische cPMP-Injektionen
jeden dritten Tag mit 2 pg in den ersten drei Waoctwed 4 pg cPMP ab der 4. Woche
die optimale Dosis sei [40]. Anhand der untersditkdn Mengen cPMP und der
daraus resultierten Lebensdauer, wurde deutlices digese mit einander korrelieren.
Der Phanotyp der MoCo-Defizienz konnte mit dieseeh&dlung jedoch nicht
vollstandig verhindert werden. Die XDH-Aktivitat wde geringer restauriert als die
SOX. Wahrend die bewirkte SOX-Aktivitat ausreichtke vom Sulfit verursachten
Symptome vollstandig aufzuheben, fihrte die vermited XDH-Aktivitdt in den
Mausen zu vermehrten Xanthinablagerungen in dereNieNas im Menschen selten
Probleme bereitet, fihrte im murinen Organismus zgghauften Auftreten akuter
Nierenbeschwerden [40]. Ein Ziel dieser Arbeit wardie cPMP-Gabe dahingehend zu

optimieren, dass die Lebensdauer der Mause wenledhe wird und dass die
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Xanthinablagerungen in der Niere (siehe Abb. 3s&ryingert bzw. verhindert werden

konnten.

Abb. 3.1.: Xanthinablagerungen in den Nieren vaviebehandeltekocsl1defizienter Maus.

Ursache der Xanthinablagerungen ist der rascheviésverlust der XDH, welcher
schon nach 24 h eintritt [40]. Um diesen Aktivit@dust entgegen zu wirken bekamen
17Mocsl/- Mause taglich, anstatt jeden dritten Tag, etbolDosen cPMP
intrahepatisch injiziert (siehe Behandlungsscheralbelle 3.1.). Als Vergleich dienten
die 18Mocs1/- Mause, die jeden dritten Tag mit 2 pg cPMPen @rsten drei Wochen
nach der Geburt und ab der 4. Woche mit 4 ug cPMPafdelt wurden (Daten

veroffentlicht in Schwarz et al, 2004)

Woche 1 2 3 4 5 6-0
Niedrigdosis | jeden3.Tag| 2 2 2 4 4 4 cPMP-
Hochdosis taglich 2 4 8 12| 16| 20 Menge in ug

Tabelle 3.1 Behandlungsschema cPMP-Dosis-Expetimknt verodffentlicht in Schwarz et al. (2004)

Aus beiden Gruppen wurden jeweils zwei Tiere an2 @tagetdtet, um den MPT-Gehalt
in der Leber zu messen (siehe Abb. 3.2.). In denddd, die jeden dritten Tag cPMP
intrahepatisch injiziert bekamen, wurde ein MPT-&elon 16 % im Vergleich zum
Wildtyp gemessen. In der Gruppe, die taglich mihdrén cPMP-Dosen behandelt
wurden, wurde ein MPT-Wert von 33 % im VergleichmzWildtyp gemessen.
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35 -
30 -
25 -
20 -
15 A
10 +

% MPT-Gehalt im
Vergleich zum Wildtyp

ND HD

Abb. 3.2.: MPT-Gehalt in der Leber cPMP-behandéltecstdefizienten Mausen: ND = Niedrigdosis (n =2)
(veroffentlicht in Schwaret al.,2004 [40]), HD = Hochdosis (n = 2), MPT-Gehaltagagiegeben in % Gehalt im
Vergleich zum Wildtyp (n = 2).

Wahrend die Lebensdauer von Mausen, die mit delrigien Dosis cPMP behandelt
wurden, durchschnittlich 91.8 d betrug, verlangsitd die Lebensdauer der Tiere mit
der erhohten cPMP-Gabe auf durchschnittlich 168iehgé Abb. 3.3.).

180 -
160
160 -
140 -
120 -
100 - 91,8*

80 -

Lebensdauer (d)

60 -
40 -

20 7 7’5 *%

Hochdosis Niedrigdosis unbehandelt

Abb. 3.3.: Vergleich der Lebensdauer der mit untéeslichen Dosen cPMP behandelddocst/- Mausen,
Negativkontrolle unbehandeldocst/- Mause (* veréffentlicht in Schwagt al.,2004 [40]; ** verdffentlicht in
Leeet al, 2002 [33]).

Im Hinblick auf die Behandlung von Patienten wuedee weitere Applikationsform,
die orale Gabe des cPMPs, untersucht. Dazu wurddac81/- Mause bis zum d 81

intrahepatisch mit der erhohten taglichen cPMP-Basirbehandelt. Danach erfolgte
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die Umstellung auf die orale Gabe, bei der taghatiels einer gebogenen Knopfkanile
20 ug cPMP in den Rachenraum der Méause eingefidndem. Um die orale Gabe mit
den intrahepatischen Injektionen vergleichen zunlkdn erhielten 6 weitere Tiere
tagliche intrahepatische Injektionen mit 20 ug cPMPBi einer dritten Gruppe mit drei

Tieren wurde die Behandlung am d 81 beendet, unhelensdauer der Mause auf die
fortgefiihrte cPMP-Gabe und nicht auf mégliche Spaieffekte im Gewebe zurtick

fuhren zu kénnen. Abb. 3.4. zeigt den Vergleich debensdauer der Tiere der drei

Gruppen.

120

100 -
79

(03]
o
|

54

2]
o
|

N
o
|

N
o
|

£

orale Gabe intrahepatische Negativkontrolle
Injektion

o

Lebensdauer nach Umstellung auf
orale Gabe (d)

Abb. 3.4.:Vergleich der Lebensdauer vbtocsl-/- Mausen nach Umstellung am d 81 auf orale Gabe
Vergleich zu fortgefuhrter intrahepatischer Injekti{Hochdosis cPMP). Negativkontrolle = Lebensdawoe
Mocs}/- Mausen, bei denen am d 81 die cPMP-Behandlgesetzt wurde.

Die Gruppe von Mausen, denen oral cPMP verabrewhtde, erreichte eine
durchschnittliche Lebensdauer von £D d und die intrahepatisch injizierten Tiere
starben 7% 16 d nach der Umstellung am d 81. Nach durchdtichitl8+ 11 d waren
bei der Negativkontrollgruppe die cPMP-ReservenHirper aufgebraucht und die
Tiere starben. Die Ergebnisse zeigen, dass integisepe Injektionen fur die
Substitutionstherapie mit cPMP besser geeignet sisdlie orale Verabreichung.

Um die Effektivitat der unterschiedlichen Behandjen genauer zu untersuchen, wurde
der MPT-Gehalt in der Leber gemessen. Zwei Tieie der Gruppe der oralen Gabe
und zwei aus der Gruppe der intrahepatisch behimddliere wurden aus diesem
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Grund am d 62 nach der Umstellung der Behandlumgptéket (siehe Abb. 3.5.). Als

Kontrolle dienten zwei Wildtypmause.

30,00 -
25,00 -
20,00 -

15,00 -

(pmol/mg)

10,00 -

5,00 -

MPT-Gehalt in der Leber

0,00 -
oral i.h. Wildtyp

Abb. 3.5.: Vergleich des MPT-Gehalts (pmol/mg) &r dleber vonMocst/- Mausen, die am d 62 nach der
Umstellung auf orale Gabe abgetdtet wurden, im ety zu fortgeflhrter intrahepatischer Injektiondu
MocsH/+ sowie +/- Mausen.

Die biochemische Untersuchung zeigte, dass diahppatisch behandelten Mause
einen MPT-Gehalt von 11.8 % (2.84 pmol/mg) im Vergh zum Wildtyp (24.17
pmol/mg) in der Leber aufwiesen. Die orale Gabétiezeinen MPT-Wert in der Leber
von 2 % (0.49 pmol/mg) im Vergleich zum Wildtyp. iBser Praparation der Mause
zeigte sich, dass es in den Nieren der oral beltt@nd€iere zu erhéhten Ablagerungen
von Xanthin gekommen war, was in einer Maus bemitsLyse des Nierengewebes
gefuhrt hatte (siehe Abb. 3.6.). Im Vergleich dazasen die Nieren der intrahepatisch
behandelten Mause keine Xanthinablagerungen oddégrariVerdnderungen auf. Das
zeigte, dass die intrahepatischen Injektionen di@CMBiosynthese effektiver

restaurieren als die orale Gabe, obwohl gleichedderan cPMP eingesetzt wurden.
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Mocsi-/-Miuse
¢PMP behandelt
orale Gabe

Mocs1-/-Miuse
¢PMP behandelt
Intrahepatische

Kontrolle
WT

Abb. 3.6.: Vergleich der Nieren mit oraler Gabe umdhhepatischer Injektion von cPMP. Die Tiere deaur
abgetotet am d 62 nach Umstellung auf orale Gabéengleich zu fortgefuhrter intrahepatischer Apati&n von
cPMP und einem unbehandelten Wildtyp (WT) im gleichlter.

Die Ergebnisse dieses Versuches zeigten, dassgesteigerte cPMP-Gabe zu einer
Erhohung des MPT-Gehalts in der Leber fuhrt und idlaach zur Zunahme der
Enzymaktivitdten von SOX und XDH. Durch die erhoii@H-Aktivitat konnten die
Xanthinablagerungen in der Niere verhindert werdBie orale Gabe von cPMP
verhindert ebenfalls den Phéanotyp der MoCo-Defizigedoch ineffektiver als die
intrahepatischen Injektionen. Die geringere Rest@amsrate der Enzymaktivitaten
nach der oralen Gabe fiuihrte im Mausmodel ernedanihinablagerungen in der Niere
und damit zu einer verringerten Lebensdauer im Meiy zur intrahepatischen

Applikation.
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3.1.2Somatische GentherapidMocsl-defizienter Mause

In vorangegangen Experimenten konnte gezeigt wemss die Substitutionstherapie
mit cPMP den Phanotyp der MoCo-Defizienz erfolgneacitheben kann (siehe [40] und
Kapitel 3.1.1.). Diese Therapie wirde aber lebemygawdchentliche Injektionen von

cPMP erfordern, was einen erheblichen finanziekeriwand darstellt. Aus diesem

Grund wurden andere Behandlungsalternativen, wee sdimatische Gentherapie, in
Betracht gezogen. Als Modell dientdfocstdefiziente Mause, die nicht mehr in der
Lage waren cPMP, das erste Produkt der MoCo-Bibeget zu bilden. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden sowohl nichtvirale als auatakd Methoden untersucht. Fur beide
Arten der Gentherapie wurde eine Expressionskasbetnotigt, die die codierenden
Sequenzen fur die Proteine MOCS1A und MOCS1B béietha

3.1.2.1. Funktionelle Uberprifung der MOCS1-Expressionskassette in
transgenen Mausen

In vorangegangenen Experimenten wurde das PlasRi@I¥ kloniert, welches die
humane MOCSZExpressionskassette beinhaltet [52]. Die fur diematische
Gentherapie verwendete Expressionskassette eddr@diEMV-Enhancer, den humanen
B-Aktin-Promotor, das human®lOCS1Gen und die BGH-Poly-A-Sequenz. Fiur das
MOCSL-Gen wurden drei verschiedene mRNA-Isoformen hésodn, die durch
alternatives Spleif3en in der 5’ Region des Genste&imen. Sie unterscheiden sich in sich
gegenseitig ausschlieenden Startpunkten und dadarftativen Intron im Exon 1. Die
hier benutzte Isoform entspricht, wie in Gross-Hanad Reiss (2002) beschrieben, der
.Reiss“-Variante und beinhaltet Exon 1b,1c und 193]] AuRRerdem enthalt die
MOCSZ1Expressionskassette Exon 2 bis Exon 9, eine vet&iForm des Intron 9,
sowie Exon 10. Intron 9 ist fur das alternative edpén im 3’ Bereich erforderlich,
welches zur Expression der beiden Proteine MOCSIAAMOCS1B fiihrt (siehe Abb.
3.7.) [39].

Da bis zum gegenwartigen Zeitpunkt keine geeignatgrkorper fur die Untersuchung
der MOCS1A- und MOCS1B-Proteine zur Verfugung stetveurde die Funktionalitat
der Expressionskassette und des Alternativen Sgisi vivo, sprich im transgenen

Tiermodell, untersucht.
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Hybridpromotor ¢DN A mit Mini-Intron Poly A

n®

Startcodon Stopcodon

Xanthm-Dely drogenase
G¢TP > (FPMP =——> MPT=—> MoCo

I Sulfit-Oxiclage

Mo2+

Abb. 3.7.:MOCSZXExpressionskassette. Die Expressionskassett@&SL-Gens mit Exon 1 bis 10 ist griin
dargestellt. Das fur das alternative Spleil3en dgftiche Intron 9 ist gelb. Die transkriptionsreégugnden
Elemente (CMV-Enhancer, 3-Aktin-Promotor, BGH PAksequenz) sind blau.

Transgene Tiere, die in jeder Zelle den linearisieiektor pRitalX enthielten, wurden
mit heterozygotenMocsl-defizienten KnockoutMausen verpaart. Damit wurden
homozygoteMocsl-KnockoutMause hergestellt, welche zusatzlich in jeder eZelkén
linearisierten Expressionsvektor im Genom integigruman+) hatten [52].

Teil der vorliegenden Arbeit war die Frage, ob Wektor-exprimierten Proteine den
Phanotyp der Moco-Defizienz aufheben kénnen. Flerpgarungen von jeweils zwei
Mausen mit dem Genotyplocst/- rhuman+ resultierten in 56 Nachkommen. Davon
waren 15 TiereMocsl/- (27 %). Von diesen 15 Tieren trugen 10 das makoante
Transgen (rhuman+). Die verbleibenddocst/-rhuman- Mause starben im Alter von
4 bis 12 d, was der bereits beschriebenen Lebendeivg Mocstdefizienter Mause
entspricht [33]. In den transgenen Mausen konrgeeapression des humanglOCSl -
Gens mittels RT-PCR (siehe Abb. 3.8.), sowie diekion des darin beinhalteten
alternativen SpleilBmechanismusses im 3’ Bereich Tasskripts (siehe Abb. 3.9))

nachgewiesen werden.
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rhuman+

GAPDH humane MOCSI-Expression

Abb. 3.8.: RT-PCR HumanklOCS1Expression (rhuman+) im HintergrumMdocstdefizienter Mause, links:
Kontroll-RT-PCR GAPDH erwartetes Fragment 269 bechts: humaneMOCSZIExpression erwartetes
Fragment 203 bp; Tier 1-4 rhuman+, Tier 5 = Negatirolle MOCSInurin-/-rhuman-, M=100 bj.adder,
B =Leerkontrolle

Ende Exon 9 bis Anfang Exon 10

Uberlagerung
Anfang Exon 9 T Isoform [ (MOCSIA) und I (MOCSI1B) Exon 10
110 1 130 14 150 160 110 180

TCCCAGATGAAGAACCGGCCCATGATCCTCATCGAT TG NTGACCGATCGNACGCTCTCATATATTGATGT ICCCC

Abb. 3.9.: Sequenznachweis des humanen alternaBgeiRmechanismusses in transgenen Mausen mit
integrierter humanaMOCS1Expressionskassette.

HomozygotMocstdefiziente Mause, die das rekombinante Transgegetr, waren von
ihren gesunden Geschwistern in ihrer korperlichatwieklung (Abb. 3.10.) nicht zu

unterscheiden. Abb. 3.11. zeigt die Gewichtsentluing der transgenen Mause.
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MOCS]1 murin -/- rhuman+

MOCSI1 murin +/+
MOCSI murin -/-

MOCS1 murin -/-
rhuman+

4

MOCS1 murin +/+
rhuman+

%
-

d7 d 32

Abb. 3.10.: Vergleich homozygotéfocstdefizienter Mause, die das rekombinante Transgeen, mit ihren
gesundemMocsH/+ und krankemocst/- Geschwistern am d 7 und d 32.

25
20 —e—rhuman+ Mocs1+/+
o8 15 —a—rhuman+ Mocs1+/+
=
© —a—rhuman+ Mocs1+/-
2 10
iG] —s«—rhuman+ Mocs1-/-
5 —#—rhuman+ Mocs1-/-
0 —o—rhuman+ Mocs1-/-

0 10 20 30 40 50 60 70

Tage nach der Geburt (d)

Abb. 3.11.: Gewichtsvergleidiocstdefizienter Mause mit dem Transgen rhuman+ im Mg zu gesunden
Geschwistern

Weiterhin wurden die Tiere daraufhin untersucht, ads eingebrachte Transgen

Auswirkungen auf das Verhalten hatte. Dazu wurde sigenanntepen fieldTest
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angewandt. Dabei handelt es sich um eine Flache 100 x 100 cm, die in
100 Quadrate eingeteilt und mit einer 20 cm hohegr&izung umgeben ist. In einem
Zeitraum von 5 min wurde gezahlt, wie oft die Tielie Begrenzungen der Quadrate
Ubertraten (Bewegung). Zusatzlich wurde gezahle wft sich die Tiere an die
AulRenwand lehnten (Anlehnen), sich aufrichtetenfiidloten), erstarrten (Erstarren),
putzten oder Kot absetzten. Abb. 3.12. zeigt dageliris des Verhaltenstests von
MocsZt/-rhuman+ Tieren (n =6) im Vergleich zum Wildtyp £ 6).

450 -
400 -
350 A
300 -
250 -+
200 -+
150 -
100 -
50 -

Anzahl Ereignisse / 5 min

Q,'QQO Q’Q \Q’Q \%’\ \G:,\ *&VO\

& \Q:QQ "00 (‘)Q)Q’ (,9@0

® Mocsl-/-rhuman+ ™ Mocsl+/+rhuman-

Abb. 3.12.: Verhaltenstesbigen field homozygotetMocstdefizienter Mause, die das rekombinante Transgen
rhuman+ trugen im Vergleich mitMocs®#/+ Mause ohne rhuman+, Lokomotion=Bewegung,
Leaning = Anlehnung, Rearing = Aufrichten, Freezirigrstarren.

Die transgenen Mause wiesen Kkeine Verhaltensangenunim Vergleich zu
Wildtypmausen auf.

Im Alter von 43 d wurden zweMocsZt/-rhuman+ Tiere flr biochemische Analysen
abgetotet. Die Untersuchung des Lebergewebes zeigte 50 % SOX-Aktivitat im
Vergleich zum Wildtyp-Level (siehe Abb. 3.13.).



75 Ergebnisse

50 A

40

rthuman +

——

30

20 A

10 1

SOX-Aktivitit
(um Sulfit/min/mg Protein)

+/+ /- -/- -/-

Abb. 3.13.: SOX-Aktivitat in Lebergewebe vdfocstdefizienten homozygoten sowie heterozygoten Mausen
im Vergleich zum Wildtyp und Mausen, die das rekimabte Transgen (rhuman+) tragen. Eine Saule éftspr
dem Mittelwert einer dreifachen Messung der Lelmnenverte eines Tieres.

Die verbleibenden 8 Tiere erreichten ein durchddiohies Alter von 720 d. Die
Expression der rekombinanteMOCSZKassette fuhrt somit zur stabilen und
langfristigen Aufhebung des Phanotyps der MoCo-ferfiz, was die Funktionalitat des

Konstrukts beweist.

3.1.2.2. Nackte Plasmid-DNA-Injektionen

Eine Mdglichkeit der nichtviralen Gentherapie stdie Injektion nackter Plasmid-DNA
dar. Vorangegangene Experimente, bei denen pRitaiels hydrodynamischer
Schwanzveneninjektion iMocstdefiziente Méause eingebracht wurde, fuhrten nicht
zur Verbesserung des Phéanotyps der MoCo-Defizi&23. [In dieser Arbeit sollte
untersucht werden, ob die Verwendung von Atell@ageh (AC) als Tragermaterial fur
die Plasmid-DNA die Gentransferrate erhdohen kann.

AC stellt eine Abwandlung von Kollagen, ein im Mehsn und Tieren vorkommendes
Strukturprotein des Bindegewebes, dar. Das Polyma¢rein sehr geringes Potential
Immunreaktionen auszulésen. Unter physiologischedimjungen bildet es ahnliche

Fasern aus wie naturliches Kollagen, was dazu,fdadgs es lange Zeit im Korper stabil
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vorliegt. Untersuchungen zeigten auch, dass naclhbigabe des zu transportierenden
Therapeutikums, AC auf dem gleichen Weg abgebaud, wvie das korpereigene
Kollagen [94]. Aufgrund dieser Eigenschaften eigegtsich hervorragend als Vehikel
fur die somatische Gentherapie.

Fur die Versuche wurde das Atellocollagen der Fir&N (Wald-Michelbach,
Deutschland) in einer Endkonzentration von 0.05d@ das Plasmid pRitalX mit der
MOCSZ1Expressionskassette in 1 x PBS gemischt Whdcstdefizienten Mausen
intrahepatisclinjiziert.

Die Behandlung fand entweder am d 4 nach der Gebdetr am d 40 statt. Da
unbehandelte Mocstdefiziente Mause unfdahig sind cPMP, das erste
Stoffwechselprodukt der MoCo-Biosynthese, zu bildsterben sie im Alter von
durchschnittlich 7.5 d. Aus diesem Grund wurden ahe d 40 behandelten Tiere mit
intrahepatischen cPMP-Injektionen vorbehandeltd2LlpWoche, 4 ug 2. Woche, 8 ug
3. Woche, 16 ug 4. Woche, 32 pug ab der 5. WochkchidgDie am d 4 behandelten
Tiere erhielten am d 2 eine einzelne Injektion 2nitg cPMP.

Als Kontrolle wurde ein Plasmid verwendet, bei d&@®CS1durch eineenhanced
green fluorescence prote(EGFP) -Expressionskassette ausgetauscht wurde (pWajal).
Tabelle 3.2. zeigt eine Ubersicht der Injektiongpen:

Genotyp Alter Expressions- Atellocollagen  Anzahl Lebensdauer
kassette

Mocsk/- d 40 MOCS1 +AC 2 10+ 1”

Mocs1-/- d4 MOCS1 + AC 8 17.8+0.9

MocsZ/- d 40 - -AC 2 12+ 1°

MocsZk/- d4 - -AC 3 15.2+5.5

MocsH/+ d4 EGFP + AC 4

MocsH/+ d4 EGFP -AC 2

Mocsh/+ d4 - + AC 1

Tabelle 3.2.: Ubersicht Experimente nichtvirale Berapie mit Plasmid-DNA und Atellocollagen:
MOCS1= pRitalX; EGFP= pWajal'' Lebensdauer nach der Plasmidinjektion am d 40Alnsetzen der cPMP-
Vorbehandlung.
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Wie in Abb. 3.14. zu sehen ist, konnte nach derkipn von pWajal und
Atellocollagen nur in einem von 4 behandelten Thezae schwachEGFP-Expression
nachgewiesen werden. Die Fluoreszenz konnte keBterktur des Lebergewebes

zugeordnet werden. Vermutlich handelt es sich umElastichkanal.

pWajal und AC pWajal

Abb. 3.14.:EGFP-Expression in der Leber von Wildtypméausen nactntvi@ler Gentherapie mit nackter
Plasmid-DNA und Atellocollagen als Carrier. pWagadPlasmidvektor mit EGFP-Expressionskassette,
AC = Atellocollagen. Die Tiere wurden eine Wochemder Behandlung mit 4 % Formaldehyd perfundig.
Leber wurde in PBS-Sucrose kryofixiert und Schnittié 3 um Dicke angefertigt. Die Fluoreszenz isteei
Uberlagerung von EGFP (griin) und DAPI (blau). Eitarsszeit 500 ms fir DAPI, 500 ms fiir EGFP (1 s fii
negative Expression).

Die Lebensdauer défocst/- Tiere, die eine intrahepatische Injektion varitalX und
Atellocollagen erhielten, war im Vergleich zu dembehandelten M&ausen nicht erhéht.
Die Behandlung war sowohl am d 4 als auch am diditx m der Lage den Phanotyp
der MoCo-Defizienz zu verbessern.

Zusammenfassend ist zusagen, dass die Verwendung\@oals Tragermaterial fur

Plasmid-DNA die Gentransferrate in Lebergewebetrechdohen konnte.
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3.1.2.3. AAV-vermittelter Gentransfer

Im Rahmen dieser Arbeit wurde, neben der Subsgiitatherapie mit cPMP und der
nichtviralen Gentherapie, die Mdglichkeit einesalen Gentransfers untersucht.

Virale Vektoren basieren auf unterschiedlichen Wirdllen ist gemeinsam, dass die
Genome codierende Regionen urid-aktive regulatorische Elemente enthalten. Die
codierenden Sequenzen schliel3en die genetischembtionen fir die viralen Proteine
ein, die fur die Verbreitung des Virus notwendigdsiDie cis-aktiven Sequenzen sind
fur das Verpacken und die Integration in die Wetkz verantwortlich. Fur die
Herstellung nichtreplikativer viraler Vektoren werddie kodierenden Regionen, ohne
die cis-aktiven Sequenzen zu verandern, durch therapbetiséene ersetzt. Die
anschlielende Einbringung des Vektors in Zellerdwdurch die strukturellen viralen
Proteine vermittelt, welchén trans von Helferplasmiden oder Helferviren codiert
werden [53].

Aufgrund der geringen Genotoxizitat wurden fir dieale Gentherapie der MoCo-
Defizienz rekombinante Adeno-assoziierte Viren (MArerwendet.

3.1.2.3.1.Konstruktion der AAV-Vektor-Plasmide zur Herstellun g der
rAAV

Fur die Herstellung der rAAV wurde ein Plasmidvekbendtigt, der das Transgen,
welches in die Zellen eingeschleust werden sollth@h Zusatzlich zu der
Expressionskassette enthalt das Vektor-Plasmid ABA-MOCS1 cis-aktive
Elemente wie dieinverted terminal repeatglTRs) und daswoodchuck cis acting
posttranscriptional regulatory elemenWPRE), die fir die Transkription in der
Zielzelle notwendig sind (siehe Abb. 3.15.). Im Rem der viralen Therapie wurde die
MOCSZIExpressionskassette verwendet, deren Funktiohalti® in Kapitel 3.1.2.1.
beschrieben, im Mausmodel Uberprift wurde. Als Kalté diente die EGFP-
Expressionskassette, die anstelle Wd@CS] in das Plasmid kloniert wurde (AAV-
HBA-EGFP, siehe Abb. 3.15.).
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Abb. 3.15.: Ubersicht Vektorplasmide fiir die rAA\eistellung TR =inverted terminal repeatdVPRE =
woodchuck cis acting posttranscriptional regulatelgmentEGFP =enhanced green fluorescence pratein

Die MOCSZ1Expressionskassette wurde aus pRitalX Kot herausgeschnitten und in
das mitNotl linearisierten Plasmid AAV-HBA (bereitgestellt wdr. Sebastian Kugler,
Neurologische Klinik, Universitatsmedizin Gottingdigiert. In den ITRs kann es zu
Rearrangements der DNA kommen, die zur Inaktivigraer Transkription in der
Zielzelle fuhren. Aus diesem Grund wurde nach je#éomierungsschritt die Intaktheit
Uber einen Restriktionsverdau Uberprift. Die ITR&;balten vierlSma-Schnittstellen.
Das Plasmid wird in vier Fragmente geschnitten, rwes zu keinen Rearrangements
gekommen ist (siehe Abb. 3.16.: 4361 bp, 3013 lgpaweimal 11 bp (nicht sichtbar)).
Andernfalls wird der Vektor nur linearisiert undner396 bp Fragment entsteht. Das
Plasmid konnte zur AAV-Produktion verwendet werdemenn die Menge an
linearisierten Fragmenten die zweifach geschnittenecht Uberstieg. Die rAAV-
Partikel-Herstellung wurde von Dr. Sebastian Kugl@rchgefihrt.



80 Ergebnisse

M vd unv

7396 bp——>
[ —
4361 bp—»

3013 bp——

Abb. 3.16..Sma-Verdau zur Kontrolle der ITRs der AAV-Vektor-Plaigle. vd = AAV-HBA-MOCS1, 4361 bp,
3013 bp = alle Smal-Schnittstellen vorhanden; 4396 nicht mehr alle Schnittstellen intakt, dadurtéismid
nur linearisiert; unv = Kontrolle unverdaut.

3.1.2.3.2.Untersuchung der Transduktionseigenschaften des AAV
Vektors

Das Ziel der Gentherapie ist die Restauration deC#dBiosynthese und damit auch
der MoCo-abhangigen Enzyme SOX und XDH. Das Haopipm bei der MoCo-
Defizienz ist der Mangel an SOX, deren AufgabesesSulfit in Sulfat umzuwandeln.
Durch den Verlust der SOX-Aktivitat reichern sichlf@, S-Sulfocystein und Thiosulfat
im Organismus an, was zur Inaktivierung von Praeinnd letztendlich zum Zelltod
fuhrt. Die SOX findet man hautsachlich in der Lebevo das Enzym im
Intermembranraum der Mitochondrien lokalisiert [85]. Aus diesem Grund war es
wichtig einen viralen Vektor zu verwenden, der haéaphlich die Leber transduziert.

In dieser vorliegenden Arbeit wurden deshalb chen&hAV genutzt, fir deren
Herstellung AAV-Helferplasmide der Serotypen 1 @nith einem Verhaltnis von 50:50
gemischt wurden. Der chimére AAV1/2 Vektor zeigte worangegangenen
Experimenten einen hohen Tropismus sowohl fur @iedr als auch fur Muskelgewebe
[86]. Zur Uberpriifung der Transduktionseigenscmafteurde ein AAV1/2-Vektor
verwendet, der diEGFP-Expressionskassette trug (AASGFP).

Der erste Teilversuch diente der Untersuchung,ielAgplikationsform einen Einfluss
auf die Gewebeverteilung hat. Der AAGFP-Vektor wurde intravends und
intrahepatisch in adulte C57B/6N Mause (d 40) iajizund nach einem Monat
Gefrierschnitte der Gewebe angefertigt. Die Applidavon 1 x 18° tu rAAV fiihrte
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zur vollstandigen Transduktion der Leber. Andergdde, wie die Lunge, das Herz und
das Gehirn zeigten nur eine schwadb&FP-Expression (siehe Abb. 3.17.a). Die
intravendsen und intrahepatischen Applikationen d&8V mit dem Serotyp 1/2

fuhrten zu keinen Unterschieden in der Gewebevengi

Leber Lunge Herz Gehirn

a) intrahepatische
Injektion
adult

b) intrahepatische
Injektion
neonatal

Abb. 3.17.: Transduktionseigenschaften des rekaamtén AAV1/2-Vektors einen Monat nach der Applibati

a) Wildtypmause erhielten eine AAV-EGFP-Injektioit thx 13°tu am d 40. b) Wildtypmause erhielten eine
AAV-EGFP-Injektion mit 45x10tu am d6. Jeweils nach einem Monat wurden die sklamit

4 % Paraformaldehyd perfundiert. Das Gewebe wurd®BiS-Sucrose kryofixiert und Schnitte mit 3 pmkiic
angefertigt. Die Fluoreszenz ist eine Uberlagenmy EGFP (griin) und DAPI (blau). Die Bilder wurdeit
einer Expositionszeit von 500 ms fur DAPI und 509 fir EGFP (1 s fir negative Expression) und dem
Fluoreszenzmikroskop BX60 von Olympus aufgenommataféstabsbalken = 400 pm

Ein weiterer Versuch sollte klaren, ob der Zeitpuekr Injektion eine Auswirkung auf
die Gewebeverteilung hatte. Aus diesem Grund demel2 Wildtypmause (C57B/6N)
am d 6 nach der Geburt eine intrahepatische Imjektit 5 x16 tu AAV-EGFP.

Um die Gewebeverteilung des AARGFP zu untersuchen wurden von drei Mausen
Gefrierschnitte hergestellt. Abb. 3.17. b zeigtsgldie neonatale Injektion des rAAV
nicht nur zu einer Transduktion der Leber fuhripdarn auch in der Lunge, im Herzen
und im Gehirn. Vor allem in den Kardiomyocyten désrzmuskels war eine starke
Expression zu verzeichnen.

Zur Untersuchung der Langzeitexpression des rAAVYdeno von jeweils drei Mausen
nach einer Woche, zwei Monaten und 10.5 Monateni&s€hnitte von Leber, Herz,
Gehirn und Niere angefertigt.

In der ersten Woche nach der Injektion wurde diéstandige Transduktion der Leber

nachgewiesen. Jedoch sanken die Transgen-exprivdateHepatozyten innerhalb des
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ersten Monats bis auf 5 % der Zellen ab. Ab dentpZiekt von einem Monat blieb die
Anzahl der exprimierenden Leberzellen konstanthésidbb. 3.18. a). Im Gegensatz
dazu sank die Expression in den Kardiomyocyten déch Monaten nur auf ein Level
von 50 % ab (siehe Abb. 3.18. b).

Gehirn Herz Niere

10.5 m

Abb. 3.18..EGFP-Langzeitexpression nach AAV1/2-Transduktion. Wilsthduse erhielten eine AARGFP-
Injektion mit 4.5 x 18tu am d 6. Nach einer Woche, 4 Wochen, zwei unfsl l#naten wurden die Mause mit
4 % Paraformaldehyd perfundiert. Das Gewebe wurdRBiS-Sucrose kryofixiert und Schnitte mit 3 pmkiic
angefertigt. Die Fluoreszenz ist eine Uberlagenmy EGFP (griin) und DAPI (blau). Die Bilder wurdeit
einer Expositionszeit von 500 ms fur DAPI und 509 fir EGFP (1 s fir negative Expression) und dem
Fluoreszenzmikroskop BX60 von Olympus aufgenommen.

Die unterschiedlichen Applikationsarten in Form oherahepatischen oder intravendsen
Injektion spielten keine Rolle fir die Gewebevduey des viralen Vektors. Jedoch
hatten die Applikationen zu unterschiedlichen Zaiigten der Mausentwicklung einen
grof3en Einfluss darauf, welche Gewebe transduziertien. Eine Injektion des rAAV
im neonatalem Entwicklungsstadium hatte eine wdistete Transduktion der
Gewebe zur Folge. Bei den Tieren, die im adultentwieklungsstadium behandelt

wurden, begrenzte sich die Transduktion dagegets&ehlich auf das Lebergewebe.
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3.1.2.4. Virale Gentherapie MocsZl-defizienter Mause

Die im vorangegangenen Kapitel beschriebenen AZM-P-Applikationsversuche
zeigten, dass der Serotyp 1/2 die Leber und dams Hauptzielorgan fir eine
Behandlung der MoCo-Defizienz transduzierte. Dexhste Schritt war die Behandlung
MocsZtdefizienter Mause mit dem AAYAOCS1

Die Untersuchungen mit AAWGFP zeigten aul3erdem eine unterschiedliche
Gewebeverteilung zwischen Mausen, die im neonatalesder adultem
Entwicklungsstadium mit rAAV behandelt wurden. Adiesem Grund wurden zwei
GruppenMocsZtdefizienter Mause in unterschiedlichen Entwicklsstgdien mit dem
AAV- MOCSZ1Vektor behandelt.

3.1.2.4.1.Intrahepatische Applikation

Die erste Grupp#ocstdefizienter Mause wurde im neonatalem Entwicklstagdium
behandelt, das hei3t am d 1 und d 4 nach der Geburt

HeterozygoteKnockoutMause (Mocsl+/-) wurden verpaart und alle Nachkemram

d 1 nach der Geburt mit 1 x 3 entweder mit AAYMOCS1(n = 9) oder AAVEGFP

(n = 10) behandelt. Nach der Genotypisierung wurden homozygoterKnockout
Mé&use Mocst/-) am d 4 mit 4 x 10tu der entsprechenden Viruspréaparation wiederholt
behandelt. Die AAVEGFP-injizierten Mocst/- Tiere starben nach durchschnittlich
8.4 d (siehe Abb. 3.19.). Dagegen erreichten die/AMOCStbehandelterMocs/-
Tiere eine durchschnittliche Lebensdauer von 3@&d eine maximale Lebensdauer
von 666 d. Die Autopsien der verstorbenen Tiergteei eine Veranderung der Nieren,
die wie in Kapitel 3.1.1. (siehe Abb. 3.1.) berdisschrieben, auf eine verminderte

Aktivitat der XDH zurtckzufiihren war.
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Abb. 3.19.: Lebensdauer von d1 und d4 ARMDCSlbehandelterMocstdefizienten Mausen (blaue Linie),
Kontrolle AAV-EGFP-behandelt&locst/- Tiere (Griine Linie)

Bis auf die obstruierten Nieren, die nach dem Adritéder Mause beobachtet wurden,

waren die AAVMOCSZbehandelten Tiere nicht von ihren gesunden Gestérmi zu
unterscheiden (siehe Abb. 3.20.)

Abb. 3.20.: Phanotyp homozygotdtocstdefizienter Mause nach der Behandlung mit AM@GCS1 a)
Gesunde heterozygote Maus im Alter von 8 d (links),Vergleich mit gleichaltriger AAVEGFP-injizierter
homozygoter Mocstdefizienter Maus (Mitte) und einem am d1 und A®AV-MOCSbehandletem
homozygotemMocstdefizienten Tier (rechts). b) die gleichen Tieelits und links in a) im Alter von 66 d, Das
AAV- EGFP-behandelte Tier starb amd 9.

Um den Erfolg der Gentherapie zu verifizieren, vaurdgowohl die Enzymaktivitaten
als auch das Verhalten der Mause untersucht. Zwé/-MOCSZ1behandelte Mause

wurden zusammen mit zwei gesunden Geschwistdéocgt/+ und Mocsh/-)
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abgetodtet (d 73 und d 64). Die Lebern wurden prégannd biochemisch untersucht.
Es wurde eine SOX-Aktivitat von 5 % im Vergleichnzuwildtypniveau gemessen
(siehe Abb. 3.21.). Der Sulfitwert im Urin war végighbar mit den Werten, die bei den
transgenemMocsl/-rhuman+ Mausen beobachtet wurden (50 mg/Litem)open field
Test zeigten die AAWOCStbehandelten Tiere keine Unterscheide zu Wildtyetie
wobei die Parameter Bewegung, Putzen, Anlehnerrjchién und Erstarren zu Grunde
gelegt wurden. Alle Mause der neonatal behandéhmppe wurden untereinander in
unterschiedlichen Kombinationen verpaart. Jedoctdevaur ein Tier geboren, welches

bereits am d 1 nach der Geburt verstarb.
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Abb. 3.21.: SOX-Aktivitatt AAVMOCS tbehandelteMocstdefizienter Mause im Vergleich zu Wildtyptieren

Die Therapie deMocstdefizienten Mause mit AAWMOCSZkInjektionen am d 1 und
d 4 nach der Geburt konnten den Phanotyp der Mo€l@enz verbessern. Die
behandelten Tiere erreichten eine durchschnittllati®ensdauer von 302 d. Der Erfolg
der Behandlung wurde aber dadurch gemindert, daspadrungen der behandelten
Tiere keine Nachkommen hervorbrachten und 5 von&idén bereits in einem Alter

unter 200 d starben.
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Deshalb wurde als néchstes untersucht, ob die Bélra;m von Mocstdefizienten
Mausen mit AAVMOCS1am d 40 den Phanotyp der MoCo-Defizienz bessdredehn
konnte.

Neun Mocstdefiziente Mause wurden am d 40 mit jeweils 1 ¥10 AAV-MOCS1
behandelt. D&Mocst/- Mause unbehandelt im Alter von durchschnittlich d sterben,
war es notwendig die Mause bis d 40 taglich mit éPjektionen zu behandeln (2 pg
1. Woche, 4 pg 2. Woche, 8 ug 3. Woche, 16 pug 4ch&032 pg ab der 5. Woche
taglich). Als Kontrolle dienten 10locst/- Mause, die mit 1 x ¥8tu AAV-EGFP
behandelt wurden. Diese Tiere starben im Durchsichfiid nach der Behandlung mit
rAAV. Die AAV- MOCSbehandelteMocst/-Mause erreichten eine durchschnittliche
Lebensdauer von 356 d und die maximale Lebensdmirrg 499 d (siehe Abb. 3.22.).
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Lebensdauer (d) nach AAV-Injektion am d 40

s AAV-EGFP e AAV-MOCS1

Abb. 3.22.: Lebensdauer von am d 40 ARMDBCStbehandelterMocstdefizienten Mausen (blaue Linie),
Kontrolle AAV-EGFP-behandelte Mocs1-/- Tiere (Griine Linie)

8 Tiere dieser Gruppe wurden verpaart und waretil. fA&lle Nachkommen (n = 95)
starben zwischen d 1 und d 13 (durchschnittlichd/ iehe Abb. 3.23.).
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Abb. 3.23.: Lebensdauer NKOs AAMOCSthehandelteMocs1/- Verpaarungen im Vergleich 2docst/-
NKOs heterozygotdviocstKnockout-Mause.

Wie die am d 1 und d 4 mit AAYAOCS1 behandelten Tiere, zeigten die am d 40
behandelten M&ause impen fieldTest keine Unterschiede zu Wildtypmausen. Zwei
Mause wurden fur biochemische Untersuchungen atejgth 60 und d 80). Der MPT-
Gehalt in der Leber betrug ~50 % und die SOX-Akéivi75 % im Vergleich zum
Wildtyp (siehe Abb. 3.21.). Der Sulfitwert im Urimwar vergleichbar mit den Werten,
die bei den transgen@nocst/-rhuman+ Mausen gefunden wurden (50 mg/Liter).

Die BehandlungMocstdefizienter Mause zu unterschiedlichen Zeitpunkiger
Entwicklung hatte keine gro3e Differenz in der Liedsauer zur Folge. Tiere dieamd 1
und d 4 behandelt wurden erreichten durchschiittié2 d und am d 40 behandelte
Mause erreichten 356 d. Der Unterschied zwischerzdesi Zeitpunkten lag darin, dass
die Tiere, die im adultem Alter die AAWAOCSInjektionen bekamen, eine wesentlich
hohere SOX-Aktivitat in der Leber aufwiesen. DiehBadlung mit AAVMOCS1am

d 40 konnte somit die MoCo-Biosynthese effektivestaurieren als die Behandlung am
d1 und d 4. Das &uf3erte sich auch darin, dassdieuam d 40 behandelten Tiere

Nachkommen zeugten.
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3.1.2.4.2.Intravendse Applikation

Vergleichende Studien mit AAEGFP (siehe Kapitel 3.1.2.3.2.) zeigten, dass sowohl
die intrahepatische als auch die intraventse Appbk zur Transduktion der gleichen
Gewebetypen flhrte. Vorhergehende Studien zeigless der Erfolg einer viralen
Gentherapie von der Applikationsart abhangig saimmk96]. Aus diesem Grund wurde
auch die Moglichkeit einer intravendsen AAYOCSZInjektion untersucht.

Die intraventse Injektion von AAWAOCSLI erfolgte Uber die Schwanzvene von
sedierten Mausen. Fur diese Applikationen mussiemMduse ein Mindestgewicht von
15 g aufweisen, was einem Alter von ca. 40 d erdisprAus diesem Grund wurden die
Mocstdefizienten Mause bis d 40 mit taglichen intraligghen cPMP-Gaben
vorbehandelt (2 ug 1. Woche, 4 pg 2. Woche, 8 My&he, 16 ug 4. Woche, 32 ug
ab der 5. Woche téaglich), um eine entsprechend@&&d@r Tiere zu erreichen. Am d 40
erhielten 5 Tiere eine intravendse Injektion mitld® tu AAV-MOCS1 Zwei Tiere aus
der Gruppe erreichten nach dem Absetzen der cPMiRsi8lbuNng eine Lebensdauer von
durchschnittlich 500 d (siehe Abb. 3.24. blaue &)nDie anderen drei Tiere wurden ab
d 152 fur weitergehende Reapplikationsstudien gengsiehe Kapitel 3.1.2.4.4.
Reapplikation).

Als Negativkontrollen dienten 10 Mause, die deralein Vektor AAVEGFP injiziert
bekamen, bei dem di¢MOCSIExpressionskassette mit demBGFP-Reportergen
ausgetauscht war. Die Tiere starben im DurchscHditd nach der letzten cPMP-
Injektion.

Alle intravends AAVMOCSZbehandelten Tiere wurden verpaart und waren f@id
Nachkommen aus diesen Verpaarungen (n = 64) stanbddurchschnitt 5.35 d nach
der Geburt. Das entsprach der geringen LebensemgarunbehandelteMocst
defizienter Mause, die im Durchschnitt am d 7.5hnder Geburt sterben.

Die intravenotse Injektion von AAWAOCSlam d 40 konnte den Phanotyp der MoCo-
Defizienz erfolgreich aufheben. Kein Tier starbern200 d und alle waren fertil. Das
sprach dafir, dass es keinen Unterschied gab,eobielie am d 40 mit intrahepatischen
oder intravendsen Injektionen behandelt wurdernésfbb. 3.22. blaue Linie und Abb.
3.24. blaue Linie)
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3.1.2.4.3.Deeskalationsstudien

Fur eine erfolgreiche Gentherapie ist es nicht matwendig zu wissen, zu welchem
Zeitpunkt die Injektion erfolgen sollte, und welcApplikationsart fur das Zielgewebe
am eigensten ist. Es ist auch wichtig zu bestimmaiche Dosis an viralen Vektoren
notwendig ist, um den Phanotyp der zu behandeltankfeit aufzuheben.

Aus diesem Grund wurde die geringste Dosis fur énthebung der MoCo-Defizienz
im Tiermodel bestimmt. 2Mocstdefiziente Mause wurden bis d 40 mit cPMP
vorbehandelt. Am d 40 erhielten sie eine intraven@ hwanzveneninjektion mit
verschiedenen Dosen an AAMOCS1 Die erste Gruppe erhielt eine Injektion mit
1.5 x 16 tu AAV-MOCS1(n = 8), was einer 30fach reduzierten Dosis img\&ich zu
der im vorangegangen Kapitel beschriebenen Injektion 4 x 18 tu AAV-MOCS1
entspricht. Die Méause dieser Gruppe starben im Iafmitt 28.75 6.5 d nach der
Beendigung der cPMP-Vorbehandlung und der AM®@CStInjektion (siehe Abb.
3.24. rote Linie). Die 30fach reduzierte Dosis Intgcalso nicht aus, den Phénotyp der

MoCo-Defizienz aufzuheben.

100

90 4
80 4
70 A

4 x10°tu
60 4

501 4 x 108 tu

40 4
m— .5x10%tu

30 4

. b

10 4

Anzahl iiberlebende Tiere (%)

o ~—-r—/—r——r——r—r—m"—TrTTT T T T T T T T T TTTT

Lebensdauer (d)

Abb. 3.24.: AAVMOCSDeeskalationsstudien. LebensdaMexcstdefizienter Mause, die bis d 40 mit cPMP
(grauer Balken) vorbehandelt wurden und am d 48ch@dene Mengen AAWAOCSL injiziert bekamen.
Gruppe A (blaue Linie) wurde mit 4 XA behandelt (n=2). Gruppe B (rote Linie) erhiefi x 16 tu AAV-
MOCS1(n=8). Gruppe C (griine Linie) wurde mit 4 ¥ 10 AAV-MOCS1behandelt (n=12).

In einem weiteren Versuch wurde die Verabreichumgreintermediaten Dosis von
4 x10 tu AAV-MOCS1 (n = 12) untersucht. Die Tiere dieser Gruppe startm
Durchschnitt 238.5 124.4 d nach der AAVOCStInjektion und dem Absetzen der
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cPMP-Vorbehandlung am d 40 (siehe Abb. 3.24. grlimee). Alle Mause dieser
Gruppe wurden verpaart. Nur ein Tier aus der Gruppeugte Nachkommen, die
innerhalb der erwarteten Lebensdauemisicskdefiziente Méuse starben.

Die Dosis von 4 x 10tu AAV-MOCS1 reicht zwar, dass der Phanotyp der MoCo-
Defizienz verbessert wird. Fur die vollstandige Relfung ist sie jedoch zu gering.

3.1.2.4.4.Reapplikationen

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die MDE€fizienz erfolgreich mit einer
viralen Gentherapie behandelt werden konnte. Dasneadiermodell kann aber nur
eine Vorhersage fur 2-3 Jahre machen. Die Notwéedigeiner wiederholten
Behandlung der Patienten mit MoCo-Defizienz kanmisonicht ausgeschlossen
werden. Deshalb wurde die Mdglichkeit einer wiedédn Injektion des rAAV in
Hinblick auf unterschiedliche Zeitpunkte fur diesipplikation im Hintergrund des
Mocsl-KnockoutModells  untersucht. Mocstdefiziente Mause erhielten zu
verschiedenen Zeitpunkten eine Injektion mit AAMOCS1 Der Erfolg der Injektion
konnte so durch die Uberlebensrate der Mause iiferprerden. Fiir die zweite
Applikation wurde der rAAV-Vektor mit dem gleiche®erotyp 1/2 und dem
ReportergerEGFP verwendet. So konnte die erfolgreiche Transduktdea Gewebes
mittels Fluoreszenz nach wiederholten Injektionachgewiesen werden.

Im ersten Experiment erfolgte die Konfrontation mé&m viralen Vektor im adulten
Entwicklungsstadium der Tiere (siehe Abb. 3.25. @gzu wurden SViocstdefiziente
Mause mit cPMP-Injektionen bis d 40 vorbehandelga (1. Woche, 4 pug 2. Woche, 8
png 3. Woche, 16 pug 4. Woche, 32 pg ab der 5. Waagieeh). Am d 40 erhielten die
Tiere eine intravendse Injektion mit 4 x>10 AAV-MOCS1 Die Reapplikation des
rAAV-Vektors erfolgte drei Monate spater. Dazu wemddrei Tieren aus der Gruppe
4 x 10 tu AAV-EGFP intravends injiziert. Die zwei verbliebenen Tiedeenten als
Kontrolle fur die AAV-MOCSZInjektion und bekamen keine AARGFP-Injektion.
Sie erreichten eine durchschnittliche Lebensdawsr %00 d, was die erfolgreiche
Erstapplikation bestatigt. Als Positivkontrolle fdie zweite Injektion mit AAVEGFP
dienten zwei Wildtyp-Mé&use, die ebenfalls 4 X i) AAV-EGFP intravends injiziert
bekamen. Die Negativkontrolle fur dieGFP-Expression waren zwei unbehandelte

Wildtyp-Mause. Zwei Monate nach der AAKGFP-Injektion wurden die drei Tiere,
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die AAV-EGFP erhielten, und die zwei unbehandelten Wildtypmé&use 4 %
Formaldehyd-Losung perfundiert und Gefrierschndex Leber angefertigt. Wie in
Abb. 3.25. a zu sehen ist, war nach der zweiten fAdjektion keine EGFP-
Expression in der Leber zu beobachten, wenn die &msnfrontation mit dem viralen
Vektor im adulten Stadium (d 40) stattfand.

Des Weiteren untersuchten wir die Reapplikationdiolikeiten nach einer ersten
Konfrontation mit dem viralem Vektor im neonataléchl) und juvenilem (d 10 und
d 20) Entwicklungsstadium der Mause (siehe Ablkb ®2l). Jeweils dreiMocst
defiziente Mause erhielten eine intrahepatischektign mit 1 x 18tu AAV-MOCS1
entsprechend der Gruppen am d1, d 10 oder d 2@i Xfonate nach der ersten
Injektion bekamen die Mause AAEGFP intravends injiziert. Pro Gruppe dienten zwei
Wildtyptiere als Positivkontrollen und erhielten nzu gleichen Zeitpunkt eine
intravendse Injektion mit 1 x @u AAV-EGFP. Zwei unbehandelte M&use dienten als
Negativkontrollen. Zwei Monate nach der AAGFP-Injektion wurden alle Tiere mit
4% Formaldehyd-L6sung perfundiert und Gefriers¢brder Lebergewebe angefertigt.
Bei den Tieren, die am d 10 und d 20 die erstektige mit rAAV bekamen, konnte
nach der AAVEGFP-Injektion keine EGFP-Expression in der Leber nachgewiesen
werden (siehe Abb. 3.25. b, ¢). Wahrend bei dendddudie am d 1 erstmals mit dem
viralen Vektor konfrontiert wurden, eine starke Eegsion des Fluoreszenzmarkers
nach der AAVEGFP-Injektion dokumentiert werden konnte (siehe Abi253d).

3.1.2.4.5. Untersuchung der Induktion einer Immuntoleranz gegnuber
dem viralen Vektor

Im vorhergehenden Abschnitt wurde gezeigt, dase &mapplikation dann maoglich
war, wenn die erste Konfrontation mit dem viralenektor im neonatalem
Entwicklungsstadium (d 1) stattfand. Da die Produd#ter hier verwendeteMOCS1
und EGFP-Expressionskassetten keine Kreuzreaktionen ungamder in der
Immunantwort auslésen, konnte untersucht werderdiemeonatalen Injektionen eine
Immuntoleranz gegeniber dem AAV-Capsid induzierennken. Aus diesem Grund
bekamen zwei Tiere, zusétzlich zu der intrahepagisdnjektion von 1 x 10tu AAV-
MOCS1am d 1, eine weitere intrahepatische AMBCSZInjektion am d 10 mit der

gleichen Menge an Viruspartikeln (1 x°10). Wie bei den vorhergehenden Versuchen
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bekamen die Tiere zwei Monate spéter eine intrasenidjektion mit 1 x 10tu AAV-
EGFP. Zwei Wildtyptiere wurden als Positivkontrolle flden Fluoreszenzmarker
ebenfalls mit einer intravendsen 1 X 10 AAV-EGFP- Injektion behandelt. Nach zwei
weiteren Monaten wurden die Tiere mit 4 % Formajdelperfundiert und von den
Lebern Gefrierschnitte angefertigt (siehe Abb. 365

Im Gegensatz zur einer einzelnen AMMOCSZInjektion am d1 flhrte eine
zweimalige Behandlung mit AAVAOCS1lam d1 und am d 10 zu keiner EGFP-
Expression in den Leberzelldhocstdefizienter Mause nach der zwei Monate spateren
Injektion von AAV-EGFP. Eine Injektion des rAAV im neonatalem
Entwicklungsstadium der Maus konnte keine Tolerdag Immunsystems gegeniber

den rekombinanten Viruspartikeln induzieren.
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Abb. 3.25.: EGFP-Expression in Lebergeweben nach rAAV-Reapplikation in verschiedenen
Entwicklungsstadien: Die Tiere erhielten eine imdatische AAMWOCSZtInjektion (offene Dreiecke) in
verschiedenen Entwicklungsstadien entsprechenDré@cke tUber den Balken, gefolgt von einer ABGFP-

Injektion (Schwarze Dreiecke) zwei bzw. drei Monaseh der AAVMOCS1ZInjektion. + = Positivkontrollen
erhielten eine einzelne AAZGFP-Injektion. - = Negativkontrollen erhielten keinAxX.
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3.1.2.5. AAV-Integration

Bei den Versuchen mit den rekombinanten Virusveipidie dieMOCSZ oder die
EGFP-Expressionskassette trugen, war ein signifikantestidg maligner Ereignisse in
den Mausen festzustellen: Von den insgesamt 1@hepatisch mit AAWIOCS1
behandelten Tieren entwickelten drei Leberkrebs emd Tier Darmkrebs. In der
Gruppe der insgesamt 25 intravends behandeltere Didateten drei Hauttumore aus.
Ein Tier verstarb in Folge eines Nierentumors. &r &ontrollgruppe der 12 AAV-
EGFP-behandelten Wildtyptiere bekam ein Tier einen ltebmaor.

Vier AAV-behandelte Tiere wurden auf eine moglichAV-Integration als Ausloser
der malignen Ereignisse hin untersucht (siehe T@bal3.). Dazu wurden den
verstorbenen Tieren Lebergewebe entnommen und gscloenDNA isoliert. Die DNA
wurde entweder mit dem Restriktionsenzyglll-verdaut oder unverdaut auf einem
TAE-Gel gelelektrophoretisch  aufgetrennt und ane@end auf eine
Nitrozellulosemembran (GE Healthcare) geblottee Bouthern Blots wurden mit einer
3P_markierten Sonde hybridisiert, die aus dem CMWdfter und dem R-Aktin-
Promotor deMOCSZ1Expressionskassette bestand (siehe Abb. 3.26.).

Tier Menge rAAV Gruppe

1 4 x 16 tu AAV-MOCS1 Deeskalation siehe S. 89

2 4 x 16 tu AAV-MOCS1 Deeskalation siehe S. 89

3 5 x 10 tu AAV-MOCS1 i.h. d 1 und d 4 siehe S. 83
4 1 x 16° tu AAV-MOCS1 i.h.d 40 S. siehe S. 83

5 - MocsZt/- rhuman+ siehe S. 70
6 - Wildtyp

Tabelle 3.3.: AAV-Integration: Ubersicht der untesisten Tiere, i.h. = intrahepatisch
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# #
M&E & X281 2 3 456 M&E & 22 123 4 56
b)
Bglll-Verdau unverdaut

Abb. 3.26.: Southern-Blot-Analyse genomischer DNi& hebern AAVMOCS1behandelter Tier siehe Tabelle
3.3 a) Restriktionsverdau niglll, erwartetes Fragment 4223 bp b) DNA unverdatgettagen. 32markierte
Sonde: CMV Enhancer und 3-Aktin-Promotor M CSIExpressionskassette, Kontrollen: Verdiinnungsreihe
mit Plasmid AAV-HBAMOCS1M = AHind (Invitrogen)

Durch den Verdau wurde diMOCSZIExpressionskassette aus dem Virus-Vektor
freigesetzt, jedoch nicht bei deMocst/- rhuman+ Tier. Als Standard diente eine
Verdinnungsreine mit dem Plasmid AAV-HBYMOCS1 gemischt mit 10 pg
genomischer Wildtyp-DNA, die die gleiche Behandlueguhr wie die genomische
DNA der AAV-MOCS1behandelten Tiere.

Nach der Transduktion der Zelle wird die lineanezeistrangige Vektor-DNA mit der
Zeit in eine doppelstrange Ringform umgewandekl, dann in grof3en Konkatemeren
Uber 12 kb vorliegt [97]. Wie im Abb. 3.26. a zthea ist, enthielten die Lebern der
AAV -MOCS1behandelten Tiere jedoch nur noch geringe Mengan\iktor-DNA.
Tier 2 und 3 enthielten 0.5 Kopien, Tier 1 und deeiKopie pro Genom der Maus. Nach
dem Verdau der DNA devlocst/- rhuman+ Maus wurde eine Bande mit einer GroR3e
von ca. 9 kb detektiert. Die Wildtyp-DNA enthiekike Sequenzen, die mit der flr die
MOCSZIExpressionskassette spezifischen Sonde nachgewiesden konnten.

Der Southern Blot mit den unverdauten DNAs solltedn, ob die detektierten Banden
episomalen oder integrativen Ursprungs waren. DalslelR der Banden bei allen
untersuchten Tieren spricht daflr, dass die dete&tDNA in integrierter Form vorlag.
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Zur Verifizierung der Ergebnisse wurde eir@domlyprimed (RP)-PCR genutzt, um
ausgehend von deMOCSZIExpressionskassette, die flankierenden Bereiche zu
untersuchen. Dafiir wurde genomische DNA aus Tied& mit 1 x 1dtu AAV-
MOCS1intrahepatisch am d 1 und d 4 behandelt wurde2@dabgetéttet), sowie aus
Tier 4, dessen Behandlung am d 40 (d 473 abgetétietlgte, eingesetzt. Bei der RP-
PCR wurden zuerst 4 verschiedehmealing Control Prime(ACP) (Seegene, Korea)
eingesetzt, die so entwickelt wurden, dass siendiekannte Sequenzen binden. Ein flr
das zu untersuchende DNA-Stick spezifischer Primergte dafir, dass die
flankierende Zielregion amplifiziert wurde. Zweirdaf folgendeNestedPCRs dienten
dazu, die Amplifikationsprodukte zu spezifizierekbb. 3.27. zeigt das Ergebnis der
zweitenNestedPCR.

a) Primer DW-ACP b) Primer DW-ACP
M/ 1 M 7 )|
ko 1 2 3 4 wobp 1 2 3 4

3000 bp —» «— 1000 bp
<«— 500 bp

500 bp —»

«— 100 bp

Tier 3 Tier 4

Abb. 3.27.: RP-PCR AAWOCS1behandelter Tiere: PCR-Produkte nach zwelterstedPCR, Tier 3
intrahepatisch injiziert d 1 und d 4, d426 abgé&tdier 4 intrahepatisch behandelt am d 40, d 4xgettet;
M = Ladder DW-ACP =Annealing Control Primet-4

Die zu untersuchenden Banden wurden aus dem Gelhextt und in den T-Vektor
pGEM®-Teasy von Promega kloniert. Mit Primern in der (itl Sp6-Promotorregion
des Plasmids wurden die PCR-Fragmente sequenka¢lle 3.4. zeigt eine Ubersicht
uber die Resultate der RP-PCR.
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Tier | Primer FragmentgroiRe Chromosom Ort
1.PCR
3 DWACP1| 600 bp Chromosom 4  Mouse DNA sequence Klon RP23-
135A21 Chromosom 4 enthalt unter
anderen JUN Onkogen
550 bp Chromosom 9 iHCAMI1(neural cell adhesion
moleculel Isoform 1 und 2)
390 bp rAAV intern TSP3 bis Anfang CMV-Enhancer
dannMOCSZEK Exon 3 bis 4
210 bp Chromosom | 5'Bereich 8599 bp entfernt von
16 Amyloid beta (A4) Precursor-Protein
DWACP2 | 400 bp Chromosom § im GenAdd 1(Adducin la Isoform
1lund 2)
350 bp Chromosom 5 im Geéydd 1
DWACP3| 600 bp Chromosom | im Gen solute carrier family 22
11 member 4
Chromosom 8| im Gen carbonic anhydrase 5
mitochondrial
500 bp Chromosom 1| 5' Bereich 2670 bp transmembran
epididymal protein
Chromosom | im Gen solute carrier family 22
11 member 4
Chromosom 4| Transkriptionsfaktor MEC1
DWACP4 | 490 bp Chromosom | im Gen 3-Hydroxy-Butyrat-
16 Dehydrogenase
4 DWACP1| 290 bp rAAV intern TSP3 bis Anfang CMV-Enhancer
DWACP2 | 680 bp rAAV intern | MOCSEK Exon 3 bis 6, dann
Sequenz zwischen Amp und ori auf
Plasmid AAV-HBA-MOCSL1 (2891
bp-3080) und pGEfM Teasy
DWACPS3 | 400 bp rAAV intern TSP3 bis Anfang CMV-Enhancer
dannMOCSZEK Exon 1 bis 2
200 bp rAAV intern TSP3 bis Anfang CMV-Enhancer
dannMOCSZEK Exon 10
DWACP4 | 250 bp rAAV intern TSP3 bis Anfang CMV-Enhancer

Tabelle 3.4.: Ergebnisse der RP-PCR AAV-behanddiiere:
TSP =target specific primer

DW-ACP =Annealing Control Primerl-4,

In Tier 3, welches am d1 und d4 AAMOCSLtInjektionen erhielt, wurden 9

die

verschiedenen Chromosomen befanden. In zwei PCg¥ienaten wurden Sequenzen

Integrationsorte der MOCSZ1Expressionskassette gefunden, sich auf 7

von unterschiedlichen Chromosomen gefunden, dieizander geordnet waren. Das
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spricht fur eine genomische Instabilitat und dadusedingte Umstrukturierungen der
Chromosomen, die ein haufiges Merkmal von Krebsmelkind [98]. Welches
Integrationsereignis zur Entstehung des Leberturgef§ihrt hat, konnte nicht mehr
nachvollzogen werden.

In Tier 4, das am d 40 eine AAMOCSInjektion bekam, wurden nur Vektor-interne
DNA-Sequenzen amplifiziert, was fur das episomalerliggen der MOCS1
Expressionskassette spricht.

Zusammenfassend ist zu sagen dass in 16 % der AAW rbehandelten Mausen
maligne Ereignisse auftraten. Die Untersuchung denomischen DNA mittels
Southern Blot-Analysen einer Auswahl von erkranKigre zeigte, dass entweder nur
geringe Mengen an episomal vorliegender Vektor-Dixhanden waren, die nicht
mehr detektiert werden konnten, oder keine episemétktor-DNA mehr in den
Leberzellen vorhanden war. Die Ergebnisse der RR;R®@i der die DNA von zwei
AAV-MOCSZtbehandelten Tieren naher untersucht wurde, zetpes die Vektor-
DNA in einem Tier ins Genom integriert war und inad anderen episomal vorlag.

Das bedeutet einerseits, dass episomale Vektor-Didk 470 d stabil im Lebergewebe
vorliegen kann. Andererseits kommt es auch zurghateon der Vektor-DNA ins

Genom, was, je nach Integrationsort, zur Entwicgluon Tumoren fuhren kann.

3.1.3Alternative Substitutionstherapie mit pflanzlicher Sulfitoxidase

Die Substitutionstherapie mit cPMP kann bei Patientnit MoCo-Defizienz Typ B
nicht angewandt werden. Eine Alternative muss sdiiritdie Behandlung gefunden
werden. In vorangegangenen Experimenten konnteftiazliche Sulfitoxidase (PSO)
aus Arabidopsis thalianaisoliert und aufgereinigt werden [45]. Im Rahmeiesds
Versuches wurde untersucht, ob die Administration RSO in der Lage ist, die murine
MoCo-Biosynthese zu restaurieren. Zum Schutz voereimmunantwort auf das
artfremde Protein und zur Stabilisierung des Enzymsrde die PSO mittels
PEGylierung modifiziert (siehe Kapitel 2.2.7.).

Mocstdefiziente Mause wurden postnatal jeden zweiteg Wat intrahepatischen
Injektionen des PEG-PSO-Gemischs behandelt. Drepgan mit jeweils zwei Tieren
bekamen unterschiedliche Mengen an PEG-PSO: 518 9.5 nmol und 0.05 nmol.
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Ein Tier wurde mit 0.005 nmol PEG-PSO behandelbella 3.5. zeigt eine Ubersicht

der Lebensdauer der behandelten Mause.

Anzahl Lebensdauer

PEG-PSO MocsZt/- d
5.148 nmol 2 16+ 0
0.5 nmol 2 15.5+ 0.5
0.05 nmol 2 161
0.005 nmol 1 11

Tabelle 3.5.: Lebensdauer der PEG-PSO-behandiétiesitdefizienten Mausen

Die Tiere, die 0.05 nmol und mehr PEG-PSO intratiegla injiziert bekamen, starben
alle in einem Zeitraum um 16 d. Die Maus, der 0.60@®| PEG-PSO intrahepatisch

verabreicht wurden, starb am d 11 nach der GeMist.zu ihrem Tod lieRen alle

behandelten Tiere keine ph&notypischen AnzeicheanMi@Co-Defizienz erkennen.

Obduktionen der gestorbenen Tiere zeigten jedoabks dler Gastrointestinaltrakt der

Mause hochgradig entzindet war, was in zwei von derMausen zu einer

Darmperforation fuhrte (siehe Abb. 3.28.).
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a) Wildtyp

b) PEG-PSO
behandelt

Abb. 3.28.: Bilder einer PEG-PSO-behandel#atstdefizienten Maus im Vergleich zu einem unbehaadelt
Wildtyptier.

3.1.4L eberzelltransplantation

Eine Alternative zur Gentherapie stellt die Einging gesunder Zellen in einen
kranken Organismus dar. Aus diesem Grund sollteMdiglichkeit der Transplantation
gesunder Embryonaler Hepatozyten (EH) in die Lebacstdefizienter Mause
untersucht werden. Um Absto3ungsreaktionen gegerddye eingebrachten Zellen zu
verhindern, wurden die EH aus Embryonen mit denclgén genetischen Hintergrund
wie dasMocstKnockoutModell isoliert, in dem Fall von C57B/6N-Verpaagen. Aus
12 Embryonen konnten insgesamt 1 X HH mit einer Konzentration von 4 x 90
Zellen/ml isoliert werden.

Die erste Gruppe von 5 neonataMocstdefizienten Mausen bekam am d 3 nach der
Geburt jeweils 1x I0EH in 1xPBS intrahepatisch injiziert. Um mdgkch
Nebeneffekte der Behandlung ausschlielRen zu kémnamalen die restlichen Zellen so
aufgeteilt, dass zweWlocsH/+ und 6 +/- Geschwister eine Injektion mit 8 X FH-
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Zellen erhielten. Tabelle 3.6. gibt einen Uberblicker die Lebensdauer der
behandelten Tiere.

Anzahl Lebensdauer
Gruppe

d
Mocsk/- +EH 5 9.7+ 0.6
Mocs1+/+ +EH 2 >40d
Mocs1+/- +EH 6 >40d
Mocs1/- 7.5

Tabelle 3.6.: Lebensdauer der neonatal mit Embhkgonblepatozyten (EH) behandelt®focstdefizienten
Mause. 1 = veroffentlich in Lee et al 2002 [33],

Die Lebensdauer der mit EH behandeliocstdefizienten Mause war im Vergleich
zu unbehandeltenMocst/- Mausen nicht erhoht. Die behandelten gesunden
Geschwister wiesen keinerlei Verdnderungen aufemngichten das adulte Alter (Uber
40 d).

Vorangegangene Experimente zeigten, dass die teamtigpten Hepatozyten einen
selektiven Vorteil brauchen, um in der Empfangeateproliferieren zu kénnen [99].
Aus diesem Grund wurde in einem weiteren Versudkrancht, ob die Vorschadigung
der Leber durch das Pyrrolizidin-Alkaloid Retrorstam Erfolg der Transplantation
fuhren kann. Diese Substanz blockiert die Zelltegluler endogenen Hepatozyten und
schadigt die zellulare DNA, wobei vorerst die Funmktder Hepatozyten erhalten bleibt
[100]. Die Wirksamkeit des Retrorsins wurde mittielsaperitonealer (i.p.) Injektionen
mit einer Konzentration von 0.3 mg Retrorsin proK@rpergewicht (KG) in 4
Wildtypmausen untersucht. Die Behandlung fiihrte zAbsterben der Mause nach
zwei Tagen. Aus diesem Grund wurde der Versuclemér geringeren Dosis von 0.03
mg Retrorsin pro g KG wiederholt. Die 4 Mause digSauppe starben durchschnittlich
26+ 4 d nach der Behandlung (Ubersicht Lebensdaukee Siabelle 3.7.)
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Retrorsin Alter Anzahl  Lebensdauer
mg/g KG d d
0.3 3 4 5+0
0.03 3 4 26+ 4
0.03 25 3 perfundiert

Tabelle 3.7.: Hepatozytentransplantation Retrooslrehandlung

Zur Kontrolle der Retrorsinwirkung wurden histolsgie Schnitte von Lebergewebe
adulter Wildtypmause (n = 3) angefertigt, denennédds 0.03 mg Retrorsin pro g KG
I.p. appliziert wurde. Wie in Abb. 3.29. zu sehst fuhrte die Retrorsinbehandlung in
einer Maus (1) zum Absterben der Hepatozyten. IreizWeren (2,3) fuhrte die

Behandlung zur Vergrof3erung des zytoplasmatischnmmR der Hepatozyten, wie es
bereits von Jaget. al.(1969) beschrieben wurde [101].

+ Retrosin - Retrorsin

Geburt mit 0.03 mg/ g KG Retrorsin behandelt. Ad0dwvurden sie mit 4 %Formaldehyd perfundiert und in
PBS-Sucrose  kryofixiert.  Schnitte von 3 um  wurdennschlieBend HE gefarbt, (Bilder
100 x Originalvergréf3erung)

In einer weiteren Versuchsreihe erfolgte die EHAB@antation in die Leber Retrorsin-
vorbehandelter adulter Mause. lécstdefiziente Mause wurden bis d 40 mit cPMP
vorbehandelt (2 ug 1. Woche, 4 pg 2. Woche, 8 My&he, 16 ug 4. Woche, 32 ug
ab der 5. Woche taglich). Am d 19 nach der Geburiden 10 Mause aus der Gruppe
mit 0.03 mg/g KG Retrorsin behandelt. 4 Mause ddniekeine Retrorsin-Behandlung.
Am d 40 wurden 10 Mause mit 1 x°L8H in 1 x PBS intrahepatisch injiziert. Zwei
Retrorsin-behandelte Tiere erhielten eine intragentjektion mit 1 x 10EH. Zwei
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weitere Mocs1/- Mause, die keine Retrorsin-Behandlung erhahettien, dienten als
Negativkontrolle, wie lange das cPMP im Gewebe ge$ert wurde und bekamen
keine EH injiziert. Die cPMP-Injektionen wurden iveitergefihrt und dann abgesetzt.

Tabelle 3.8. zeigt eine Ubersicht der behandeliereTund den Kontrolltieren.

. Lebensdauer
Retrorsin
Genotyp Gruppe _ Anzahl (d) nach Absetzen
0.03 mg/g KG i.p.
cPMP-Gabe

Mocs/- +EH i.h. + 4 145+ 4
Mocsk/- +EH V. + 4 10.3+8.3
Mocsk/- +EH i.h. - 2 15+ 0
Mocsh/+ -EH - + 2 > 600
MocsZk/- -EH - - 2 11+0

Tabelle 3.8.:Ubersicht der Lebensdauer nach deateiegentransplantation im adulten Aldocstdefizienter
Mause: EH = Embryonale Hepatozyten, i.h. = intralisgh, i.v. = intravends

Die unbehandelteMocs®/- Tiere starben im Durchschnitt 11 d nach demetbsn der
cPMP-Gabe am d 40. Die Retrorsin-behanddilesstdefizienten Mause starben nach
der intrahepatischen Injektion der EH nach durchstich 14.5 d und die intravends
behandelten Tiere nach durchschnittlich 10.3 d.cBudie EH-Transplantation konnte
keine signifikante Erh6hung der Lebensdauer Mecstdefizienten Mause erreicht
werden. Die EH-behandelten Mause zeigten die gieigdhanotypischen Merkmale wie
unbehandelt&locstdefiziente Mause (siehe Abb. 3.30.)
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Abb. 3.30.: Phanotyp homozygotelocstdefizienter Mause nach der intrahepatischen iojekton EH im
neonatalem Alter. Gesunde heterozygote Maus int ¥dte 10 d (Mitte), im Vergleich mit einer EH-ingrten
MocsZtdefizienten Maus (links) und einer unbehandélesstdefizienten Maus (rechts) im gleichen Alter.

MocsH/+ Tiere, die zum gleichen Zeitpunkt mit Retrorbghandelt wurden, erreichten
eine Lebensdauer von uUber 600 d. Dies spricht gegjae effektive Retrorsin-
Behandlung.

Nach der intraventsen Behandlung mit EH starb é&m I d nach der Injektion. Die
Obduktion des Tieres zeigte, dass die Durchblutiergrechten Herzseite gestoért war,

was auf eine Embolie in den Herzgefal3en hinweist.
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3.2. Molekulare Charakterisierung der Molybdan-Cofaktor-
Defizienz Typ B

3.2.1humane MOCS2Expression

3.2.1.1. Nachweis des alternativen Spleiimechanismusses VAOCS2A
und MOCS2B

Die Molybdopterin (MPT)-synthase ist an der Umwamdj von cPMP in MPT
beteiligt. Das heterotetramere Protein bestehtzauwgs MOCS2A (~9.7 kDa) und zwei
MOCS2B (~20.8 kDa) Untereinheiten. Beide MPT-Sya#h@ntereinheiten werden
vom MOCS2Gen in zwei ORF kodiert, die sich auf genomisck&ene um 77 bp
Uberlappen [62]. Bisher war als Transkript nur Si@eil3form | bekannt, welche den
Startpunkt fir das MOCS2A-Protein in Exon la enthédd von Reiss et al (1999)
beschrieben wurde [29]. Die komplette Sequenziedegghumanen Genoms deckte ein
maogliches neues Exon 1b auf, was die Produktioesemiternativen Transkripts zur
Folge hatte (Spleil3form Ill, GenBank, NM004531.86]f Dieses neue Transkript
umgeht das MOCS2A-Startcodon in Exon 1a und nu&ziTeanslationsstartpunkt das
MOCS2B-Startcodon in Exon 3 (siehe Abb. 3.31. a).

Ein Teil dieser Arbeit war der experimentelle Naelmsvder Splei3form Ill, und damit
die Existenz des alternativen Spleillmechanismusses’ Bereich des humanen
MOCS2Gens.

Aus menschlichen Fibroblasten und Lebergewebe w&iN@ isoliert und mit dem
Primer R11 (Exon 2) in cDNA umgeschrieben. Mit Rsrmim Exon 1a (F28) und im
Exon 1b (GranierF) wurden SpleiR3form-spezifischeRA&Zodukte amplifiziert (siehe
Abb. 3.31. b).
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Abb. 3.31.: Genomische Struktur und SpleiRformenhdenaneMOCS2Gens. a) Schematische Darstellung der
MOCS2Transkrition  fittp://mwww.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&md>=ShowDetailView&TermTo
Search=4338&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem?2.PErBene.Gene ResultsPanel.Gene RVDo§B)IRT-
PCR: Splei3form | erwartetes Fragment =87 bp, iplen Ill erwartetes Fragment = 225 bp, verwendete
Primer gekennzeichnet in @) mit schwarzen Pfeffatient 1 trégt eine homozygote 23 bp Deletion kxorEla
(siehe 3.2.1.2.), Patient 2 tragt eine MutatioM@CSRA-Gen, M = 100 bpaddet B = Leerkontrolle

Abb. 3.32. zeigt den Sequenznachweis des alteamtpleiimechanismusses im
5’ Bereich des humanéeMOCS2Gens.
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Spleifiform I (MOCS2A)

Exon la Exon 2
40 50 60 70 80

GCGGGATGGTG C GC TG TG CCAGGTTG GTATT GTATTTT GCAA \ GT G

5100 5200 5300 5400 5500

Abb. 3.32.: Alternativer Spleimechanismus im 58t des humanerlOCS2Gen mit resultierenden Exon l1a
und Exon 1b, Sequenznachweis

In der humanen cDNA konnten die zwei Splei3formeaMOCS2Gens nachgewiesen
werden. SpleiRform | umfasst Exon 1a und Exon 27big1 Exon la befindet sich der
Translationsstartpunkt fir MOCS2A. Der ORF endeExon 3. Spleil3form Il beginnt
mit Exon 1b und enthalt ebenfalls Exon 2 bis 7.segeTranskript kodiert fir MOCS2B
und der Translationsstartpunkt liegt in Exon 3, bp7 vor dem Stopcodon von
MOCS2A.

3.2.1.2. Charakterisierung einer Deletionsmutation iImMOCS2Gen
Mutationsanalysen eines verstorbenen MoCo-defigrerRatienten zeigten eine neue
23 bp-Deletion im Exon la deMOCS2Gens, die den Translationsstartpunkt des
MOCS2A-Proteins einschliel3t (genomische Sequenz 3133.).
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Start MOCS2A
Wildtyp

140 150 160 170 180
ATTCGGEGTCCCGCTGETCCTAGGCGGGATGGTGCC GCTEGTGCCAGG TAAGGGT GGC GGG TG

TEGCGGCCGEGTGEATTCGGEGTCCCG CTGTCCCAGGTARARGGGT  GGECGEGGGEGTGT GCGTGCGGBGEGCC!T

5800 5900 6000 6100 6200 6300

Abb. 3.33.: MOCS2-Deletionsmutation: Genomischeueg Exon 1a einer Kontrollperson (oben) und diites
die Mutation MOCS2del-9(23) homozygoten Patienteref).

Die Expression des MOCS2B-Proteins war durch didalfen nicht betroffen. RT-
PCR-Analysen der beideMOCS2Spleil3formen zeigten, dass beide Transkripte
detektiert werden konnten, jedoch die Splei3fowerkirzt vorlag (siehe Abb. 3.31. b
Patient 1 auf 1 % Agarosegel und Abb. 3.34. au8 BAGE-Gel)

Spleiform I Spleiform IIT
4 A \ 4 A \

M 1 2 3 1 2 3

250bp—»

200 bp —»

100 bp—»

50 bp—>

Abb. 3.34.. PAGE-Gel RT-PCR-Produkte fur MOCS2A I¢fjorm 1) und MOCS2B (Spleil3form IlI):
1=Patient mit Mutation MOCS2del-9(23), 2 =gesuntVT-Kontrolle, 3 = Leerkontrolle. Spleil3form I
erwartetes Fragment = 87 bp, Spleif3form Il ervestEragment = 225 bp, verwendete Primer gekertmegia
Abb. 3.31. a mit schwarzen Pfeilen. M = 50Ugglder(Fermentas)
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Ein immunologischer Nachweis dBfOCS2Expression in der Leber sollte klaren, ob
sich die Mutation auf die Translationseffizienz odee Proteinstabilitat auswirkt. Dazu
wurden der Leberzellextrakt des Patienten und ggasunden Kontrollperson auf einem
12 % nativen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Der imwiogische Nachweis der
Proteine wurde mit primaren Antikorpermalbit) gegen MOCS2A und MOCS2B
initiiert. Der sekundare Antikorper (ami@bbit) war mit alkalischer Phosphatase
markiert, was die Detektion der Proteine durch dmzymatischen Umsatz des
Substrates NBT (Nitro-Blau-Tetrazolium) und BCIP rgBio-4-Chloro-3-Indolyl-
Phosphat-p-Toluidin) ermoglichte (siehe Abb. 3.35.)

a) b) ¢)
1 2 3 1 2 3 1 2 kDa
& _ -— 86
4

- MPT- ) -
il Synthase ] ‘ .‘—II\DAES}ESZB — — 47
- 34
‘_&ecifésm = 26

MOCS2A MOCS2B 3-Aktin

Abb. 3.35.: Nachweis von MOCS2A und MOCS2B im Lebbextrakt. a) Nachweis des MPT-Synthase-
Komplexes mit MOCS2A-Antiseren: 1 = 15 ug Zellektrainer gesunden Wildtypleber, 2 = 15 ug Zelléttra
des MoCo-defizienten Patienten, 3 = Kontrall@itro vereinigte MOCS2A/B-Gemisch mit 3 ug MOCS2B und
30 pg MOCS2A. b) Nachweis des MPT-Synthase-Komplewié MOCS2B-Antiseren: 1 =15 pg Zellextrakt
einer gesunden Wildtypleber, 2=15ug Zellextrdks MoCo-defizienten Patienten, 3 =Kontrolle 3 pug
aufgereinigtes dimeres MOCS2B. c) Nachweis von fRAikn der Leber mittels monoklonaler Anti-Aktin
Antikérper: 1 =15 pg Zellextrakt einer gesundendipleber, 2 =15 pg Zellextrakt des MoCo-defiren
Patienten.

Die Ergebnisse zeigen, dass MOCS2A im Leberzeligktites Patienten nicht detektiert
werden konnte. Das ist darauf zurlickzufiihren, dbessTranslationsstartpunkt von
MOCS2A im Patienten fehlt. AuBerdem wies der Zeétkkt des Patienten nur geringe
Mengen MOCS2B im Vergleich zur gesunden Kontrolié ®as lies darauf schliel3en,
dass in der Abwesenheit von MOCS2A, das dimereeRrdlOCS2B eine kirzere

Halbwertszeit hatte und schneller degradiert wurde.
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3.2.2murine Mocs2Expression

Die genomische Struktur des humand@CS2Gens und deren Transkripte wurden
weitgehend untersucht und veréffentlich [29-30,. @)rch Datenbankanalysen mit der
humanen MPT-Synthase wurden die homologen Protd@€S2A und MOCS2B in
der Maus identifiziert [62]. Im Rahmen dieser Atlsallte die genomische Struktur des
murinenMocs2Gens und deren Transkripte untersucht werden.

Das murine Mocs2Gen befindet sich auf Chromosom 13 und umfasstxoh&
(GenelD: 17434, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sitagfez, Mouse Genome Sequencing
Consortiunm). Computeranalysen sagten drei verschiedene Thipteskles Gens voraus:
Spleil3form I (NM 013826.3) beinhaltet alle 7 Examgl den Translationsstartpunkt von
MOCS2A im Exon 1. Das Translationsende befindét sic Exon 3. Durch alternatives
SpleiRen, entsteht SpleiRform II (NM 001113334.tk¢i der Exon 2 fehlt. Dieses
Transkript kodiert fur MOCS2B, wobei sich der Trati®nsstartpunkt im Exon 3
befindet. Die dritte vorhergesagte Splei3form IINM 001113375.1) stellt eine
Abwandlung der Spleil3form Il dar, die eine verkérxfersion des Exons 5 beinhaltet
(siehe Abb. 3.36.).
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genomische DNA Moces2-Gen

SpleiBform |

/\ /l\\ e \\ N /\ //\\

Spleifiform II

SpleiBiform 111

. Kodierende Region Untranslatierte Region

Abb. 3.36.: Genomische Struktur und Spleil3formes neirinenMocs2Gens. http://www.ncbi.nlm.nih.gov
[sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermT o8eat 7434 &ordinalpos=3&itool=EntrezSystem?2.P
Entrez.Gene.Gene ResultsPanel.Gene RVDocSum

3.2.2.1. Nachweis der murinenMocs2Transkripte

Aus der Leber und den Muskeln von C57B/6N-Wildtyjsen wurde RNA isoliert und
mit dem Primer Caro21 (Exon 7) in cDNA umgeschriebdach der Amplifizierung
mit den Primern M2MuEx1 in Exon1l und Caro20 in BXo konnten zwei

verschiedene Transkripte nachgewiesen werden (8iebe3.37.)
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Mocs2-Expression GAPDH

Abb. 3.37.: RT-PCR Alternativer SpleimechanisnmassiBereich des murineMocs2Gens. Links: murine
Mocs2Expression, obere Bande: Exon 1 bis Exon 7, estesrtFragment 802 bp. Untere Bande: Exon 1 bis
Exon 7 ohne Exon 2, erwartetes Fragment 680 bjtsreontroll-RT-PCR GAPDH erwartetes Fragment
269 bp, M = 100 bpadder,B = Leerkontrolle

Die PCR-Produkte wurden aufgereinigt, in den T-\WekpGEM®-Teasy der Firma

Promega kloniert und sequenziert. Das obere Fragméneiner Lange von 802 bp
entsprach der vorhergesagten Spleif3form | und @nttiie Exons 1 bis 7. Das untere
680 bp Fragment entsprach der SpleiRform Il mitrEkdbis 7, bei dem das Exon 2
herausgespleil3t wurde. Splei3variante Ill konnthindetektiert werden (Abb. 3.38.
SpleiRvarianten um 5° Bereich de®cs2Gens).

Spleiform I (MOCS2A)

Exon 1 Exon 2

0 120 130 150 160
CGG TG TGT GCGGG TGGTTCCT GG TGCC G TTG CGTGTTGT TTTTGC G

Spleiiform IT (MOCS2B)

Exon 1 _l_ Exon 3
120 130 140 150

G TGTGTAGCGGG TGGTTCCTAG GTGCC GGTTGGCTG TGTTAG ccC GGTC

Abb. 3.38.: Alternativer Spleidmechanismus im 58 des murinellocs2Gens, Sequenznachweis
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3.2.2.2. Mocs2KnockoutModell

3.2.2.2.1.Konstruktion des Mocs2 Disruptionsvektors

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand in der E¢abng einerKnockoutMaus durch
die Einbringung einer Punktmutation (167+2>T) in die 5° Donorsplice sitedes
Introns 6 dedocs2Gens.

WT: 5' AAA(gt gagt 3

Knockout 5 AAAGgIgagt 3

Der Disruptionsvektor mit dem Namen pBlueKO4R4 étittzwei flankierende zu
Mocg homologe Bereiche, zwischen denen die eingeflPutektmutation und die als
positiver Selektionsmarker dienende Neomycin-Kaésgeeo) liegen. Im 5’ Bereich des
Konstrukts, aufRerhalb der homologen Sequenzenndmtfisich die Herpes-simplex-
Virus-Thymidinkinase (HSV-TK), die als negativer |8dionsmarker diente (siehe
Abb. 3.39. Vektor).

Der 3 flankierende Mocs2homologe Bereich wurde mit der Advant8ger2-
Polymerase der Firma Clontech mit den Primern Cara¥ Rita6 aus dem BAC-Klon
RP23-218L3 amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde uUBéA-Klonierung in den T-
Vektor pGEM-Teasy der Firma Promega ligiert und zur Kontrokemplett
sequenziert. Anschlieend wurde der Bereich duirdeneXhd-Verdau aus dem
Plasmid herausgeschnitten und in den, Kiio-linearisierten Vektor pBluescriptll
(Stratagene) kloniert (Plasmid pBlueKO1).

Als nachstes wurde die Neomycin-Kassette aus dexsnid pTKneo (llona Paprotta,
Humangenetik Goéttingen) miBal und BanmHl herausgeschnitten und in den, mit
Sal/BanHI verdauten Vektor pBlueKO1 ligiert (pBlueKO2).

Der 3 flankierende Mocs2homologe Bereich wurde mit der Advant8ger2-
Polymerase von Clontech mit den Primern Rita2 uitd4R(R4) aus dem BAC-Klon
RP23-218L3 amplifiziert. Die Punktmutation in dérsplice sitedes Introns 6 wurde
mit der Amplifikation durch den Primer Rita4 einggf. Das PCR-Produkt wurde
ebenfalls in pGEM-Teasy kloniert und zur Kontrolle komplett sequenzi
Anschlieend wurde der Bereich durch einBanHl-Verdau aus dem Plasmid
herausgeschnitten und in den, r@ianHI-linearisierten Vektor pBlueKO2 kloniert
(Plasmid pBlueKO3R4).
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Der letzte Schritt der Klonierung war das Einflugeer HSV-TK-Kassette in den
5' Bereich des Konstrukts. Dazu wurde die HSV-TKs adlem Vektor pPNT (llona
Paprotta, Humangenetik Géttingen) amplifiziert, gGEM®-Teasy kloniert und zur
Kontrolle sequenziert. Durch eineMot-Verdau wurde die HSV-TK anschlieRend
wieder herausgeschnitten und den, Mdatl linearisierten Vektor pBlueKO3 kloniert
(pBlueKO4R4).

Der Disruptionsvektor pBueKO4R4 wurde fur die Tifek§on der Embryonalen
Stammzell-Linie RI an der, in der Antibiotika-Résisz des Plasmids gelegen&sd-

Schnittstelle linearisiert.

N M B B N X N M X
| - [ | Widoe
31 d—{5s+—6} {7}
» 4 kb ) » 4 kb o
R2 R4 (87} R6
B B X N X
Vektor
HSVTK [4 51 [6% neo {7}
NMB B X N M X
31 | | | | 5 6 neo 'El | rekombinant
Sonde

Abb. 3.39.: Rekombinationsschema fiir das Md¢ts@ekoutModell: blau = Exons, Gelb = Neomycin-Kassette,
rot = Herpes simplex-Thymidinkinase, Kreuz=Rekoratiimsereignis, N &si, M = Mfel B = BarrHI, S =Sal
X =Xhd, Schwarzer Pfeil = Primer

3.2.2.2.2.Klonierung der externen 5’ Sonde

Mit Hilfe der Primer Caro3 und Caro4 wurde ein BelnedesMocs2Gens amplifiziert,
der Intron 3 bis Exon 5 umspannt (siehe Abb. 3,4y Uber T/A-Klonierung in den
T-Vektor pGEM-Teasy der Firma Promega ligiert (Silke Wagner,titus fiir
Humangenetik, Gottingen). Mit dem Primer Caro3 veumine BanmHI-Schnittstelle
eingefuhrt. Mit den Restriktionsenzym@&anH| und Bglll wurde ein 626 bp grolRes
Fragment freigelassen, welches als Sonde fur degaRterisierung der rekombinanten
ES-Zell-Klone verwendet wurde.
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N BII B B
{3} |> | | {4} @ |L||

Cc3 Cc4

5’ Sonde

Abb. 3.40.: 5' Sonde Southern Blot, Restriktionskah' Bereich dedviocs2Gens, blau = Exons, NNsi,
M = Mfel B = BanHl, BIl = Bglll, Schwarzer Pfeil = Primer

3.2.2.2.3.Homologe Rekombination desMocs2Gens

Die ES-Zell-Linie Rl wurde, wie in Kapitel 2.2.521.beschrieben, kultiviert. Die
konfluenten Zellen wurden in 1 x PBS gewaschemsinjert und in gleichen Puffer mit
einer Endkonzentration von 2 x “1@ellen /ml resuspendiert.

Aliquots dieser Zellsuspension wurden mit jeweilsO g linearisierten
Disruptionsvektor pBlueKO4R4 gemischt. Die Elekwogtion erfolgte bei 250V,
500 uF mit dem BIO RAD gene pulser™. Die Zellen damr anschlieend mit
nichtselektivem Medium in Anwesenheit von G418stsiten embryonalen
Mausfibroblasten ausplattiert. Die Selektion erfelgpach 36 h durch Zugabe eines
selektiven Mediums (400 p/ml G418, 2uM Gancyclovdach 10 d Selektion wurden
121 resistente Klone in 24-well-Platten vereinzBlach zwei weiteren Tagen erfolgte
die Teilung der ES-Zellklone. Eine Halfte der Zellewurde fur die DNA-Isolierung
verwendet und die andere Halfte wurde eingefroren.

Danach erfolgte die Untersuchung der vereinzeltekombinanten ES-Zell-Klone
daraufhin, ob eine homologe Rekombination zwischdgm Disruptionsvektor
pBlueKO4R4 und denMocs2Gen stattgefunden hat. Dazu wurde aus den ESrZelle
DNA isoliert, diese mitNsil oderMfel verdaut, auf einen TAE-Gel gelelektrophoretisch
aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran (GEalthcare) geblottet. Die
Southern Blots wurden mit de¥P-markierten externen 5‘Sonde hybridisiert. Das
Wildtypallel wies eine erwartete Fragmentlange ®&05 bp beNsil und 7434 bp bei
Mfel auf. FUr das rekombinante Allel wurde eine Grida 7689 bp beilNsi und
8046 bp beMfel erwartet (siehe Abb. 3.41.).
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Mfel Nsil

s N
{ NS A

M 20 21 WT 20 21 WT

10 kb—»

8 kb—p

6 kb—p

5 kb—p

Abb. 3.41.: Southern Blot-Analyse der genomischiiA\on ES-Zellen. Die ES Zell-DNA wurde nhitsi und
Mfel verdaut und mit der 5’'externen Sonde (siche Aut0.) hybridisiertNsi-Verdau: Wildtypallel erwartete
Fragmentlange =5905 bp,  rekombinante  Allel = 4§89 Mfel-Verdau:  Wildtypallel  erwartete
Fragmentlange = 7689 bp, rekombinante Allel = 8426

In 6 von 121 analysierten ES-Zellklonen hatte &«agekte homologe Rekombination
zwischen dem Disruptionsvektor pBueKO4R4 und derogeschen DNA de$locs2

Gens stattgefunden.

3.2.2.2.4.Generierung chimarer Mause

Die rekombinanten ES-Zellen (129/SV, Fellfarbe Aowvurden in 3.5 dpc
C57black/6N Blastozysten (Fellfarbe Schwarz) imjizi Zur Generierung chimérer
Mause wurden diese Blastozysten in scheinschwar@@fdeMause reimplantiert. Aus
4 unabhangigen Injektionen gingen 17 chimare Mdueseor. Anhand ihrer Fellfarbe
erfolgte die Bewertung hinsichtlich des Anteils aogtbinanter ES-Zellen in den
Mausen. Drei Mannchen der MOCS2KO4R4-21 Linie mitem Prozentsatz von
100 % Fellfarbe Agouti wurden mit C57black/6N Wsdibn verpaart. Die
Keimbahnibertragung des rekombinanten Allels wuml#els einer PCR mit den
Primern Caro5, Carol6 und neol mit genomischer DA Schwanzbiopsien der
NKOs aus der F1-Generation Uberprift (siehe Abt2.3.
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-/- +/- +/+ B

«— 716bp
«— 457 bp

M
—
S ——

Abb. 3.42.: PCR zur Genotypisierung von Nachkomnditdtyp (+/+), heterozygote (+/-) und homozygote) (
Mocs2Knockout-Mause wurden durch die Amplikation vonRRRrodukten, die entweder spezifisch fiir das
Wildtypallel (457 bp) oder das rekombinante Allél§ bp) waren, identifiziert. Die Primer Caro5, @& und
neol wurden verwendet. Das PCR-Produkt wurde aafreil % Agarosegel elektrophoretisch aufgetrenmt un
mit EtBr angefarbt. M = 100 dpadder B = Leerkontrolle.

Von 25 geboren NKOs waren 14 heterozygot fur desmdinanteMocs2Allel.

Die F1-Tiere, die heterozygot fur deMocs2Lokus waren, wurden miteinander
verpaart. Von den insgesamt 25 NKOs der F2 Gewoerataren Mocs2+/+ (28 %), 11
Mocs2+/- (44 %) und 7 Tierdlocs2/- (28 %).

Abb. 3.43. zeigt den Sequenznachweis der muti€ttesition in der genomischen DNA
der F2-Generation.

80
TATGG 2 2 TGAGTGAG G o e
Wildtyp A, A
90 110
TATGG : G §CTlc AG TG AGICNCC CT XCCG
Mocs2 +/-
9( 100
TATGGAAAAR?®R GAGT GGATCCCCCG G
Mocs2 -/-

\ Auﬁ_m_d W AW

Abb. 3.43.: Sequenznachweis mutierter Positioneinogrischer DNA. PCR-Produkt mit Primern im Exon 6
(msegl7) und Intron 6 (Carol6), die den rekombamarteil Uberspannen. Erwartete Fragmente: 999 bp
Wildtypallel, 1609 bp rekombinantes Allel. PCR-Ruktiwurde aufgereinigt und sequenziert.
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3.2.2.2.5.Analyse derMocs2Expression inKnockoutMausen

Von Méausen, die homozygot fir das rekombinantel Ali@ren Mocs2/-), wurden aus
Schwanzbiopsien RNA isoliert und auf die vorhand&@RNA-Transkripte dedlocs2
Gens untersucht. Analysen der veranderten 5° Deplbice sitedes Introns 6 mit dem

Splice Site Predictici®rogramm des Neural Networkt{p://www.fruitfly.org/seq_tools

/splice.htm) sagten vorher, dass Exon 6 herausgespleil3t werdete.

Die ausMocs2/- Mausen isolierte RNA wurde mit einem Primer Eron 7 in cDNA
(Caro21) umgeschrieben. Bei der anschlieRenden ifikaplon mit Primern im Exon 4
(KO2F) und Exon 7 (Caro21) wurde fur das Wildtypstaript eine Fragmentlange von
490 bp erwartet (siehe Abb. 3.44.).

J- -~ 4~ ++ WT B

M
-

Mocs2-Expression

260 bp GAPDH

Abb. 3.44.: RT-PCRMocs2Expression inMocs2Knockout-Mausen: oben: murindocs2Expression, RT-
Reaktion mit Primer Caro21 im Exon7, PCR mit KO@xon 4) und Caro21, erwartetes Fragment fir
Wildtypkontrolle = 490 bp, unten: Kontroll-RT-PCRABDH erwartetes Fragment 269 bp, M = 100_bdder,

B = Leerkontrolle

Wie in Abb. 3.44. zusehen ist, wurde das fir demdip erwartete 490 bp Fragment
nicht nur in den Kontrolltieren mit dem Genotyocs2/+ und +/- amplifiziert,
sondern auch in deMocs2/- Tieren. Zur genaueren Analyse wurden die Prosldler
RT-PCR aufgereinigt und sequenziert (Abb. 3.45.)
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a) Wildtyp
Exon 5 Exon 6
160 170 180 190 200 210
AGACACATAGCAGTATTCCATCGGCTTGGTTTGGTTCCAGTGTCAGAAGCAAGCACA

Exon 5 Exon 6

180 190 21
TG GACACA TAGCAG TATTCCA TCGGC TTS G TATATG Q' TTCCTA G ATG ATC MG GCAANCCAC A G GTAT

A AGA ATGAC CTACATGGATGAC CCA T A TG G AAAAGG AATAT T G A G ATC 2 CCrPrCATCTT

Abb. 3.45.. RT-PCRMocs2Expression inMocs2Knockout-Mausen, Sequenznachweis der Transkripte i
Mocs2-/- undMocs2+H+ Mausen.

Die Sequenzierung der RT-PCR-Produkte zeigte, zl@ssverschiedene Transkripte in
denMocs2/- Mausen vorhanden waren. Zur Vereinzelung derlaggerten Sequenzen
wurden die PCR-Produkte in den T-Vektor pGENeasy von Promega kloniert und
mit Primern in der T7 und Sp6-Promotorregion desRids sequenziert. Ein Fragment
entsprach dem Wildtyptranskript de®cs2Gens und beinhaltete Exon 4 bis 7 mit dem
Exon 6. Das zweite Fragment enthielt Exon 4, 5 undhne Exon 6, was den
vorhergesagten Analysen dgglice Site PredictiofProgramms entsprach.

Die Einbringung der Punktmutation 167+2—TC) in die 5' Donorsplice sitedes
Introns 6 desViocs2Gens sollte zur Produktion einer mRNA fiihren, dier von Exon

6 kodierenden Bereiche fehlen. Jedoch wurde inMecs2/- Mausen, die homozygot

far die Punktmutation waren, nachgewiesen, dassndigerte 5° Donorsplice sitedes
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Exons 6 in einigen Fallen doch erkannt wurde, wiasBildung des Wildtyptranskripts
fur die Spleil3form Il deMocs2Gens zur Folge hatte.

3.2.2.2.6.Phanotypische Analysen deMocs2KnockoutMausen

Zur Bestatigung der Annahme, dass in déocs2KnockoutMausen, die homozygot
fur die Punktmutation 167+2 {$C) waren, es trotzdem zur Translation von MOCS2B
kam, wurde der Phanotyp der Tiere untersucht.

Unterbrechungen des MoCo-Biosynthesewegs fiihrerP@egenten mit Mutationen im
MOCSZ1 oderMOCS2Gen zum gleichen Phanotyp. Deswegen wurde fuiMties2-
KnockoutMaus auch der gleiche Phanotyp wie beilecstKnockoutMaus erwartet.
Im Falle der Mocstdefizienten Mause fuhrte die Unterbrechung des ®oC
Biosyntheseweges dazu, dass sie im Durchschnitd A&ch der Geburt starben. Dabei
zeigten die Mause bereits ab d2 eine vermindertewiéhtszunahme [33].
Gewichtsvergleiche zwischeNocs2+/+, +/- und -/- Mausen wiesen jedoch keine
Unterschiede auf (Abb. 3.46.). AlMocs2/- Tiere erreichten das adulte Entwicklungs-
stadium und waren von ihren gesundéocs2t/+ undMocs2+/- Geschwistern nicht zu

unterscheiden.

18,0
16,0
14,0 %
12,0 =
7
10,0 Sl

8.0 _’,._/’ —&o— Mocs2 +/+

’ "/'
—— Mocs2 +/-
6,0 ;
. /- Mocs2 -/-

Gewicht (d)

4,0 ——
u/v

2,0

0,0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
3 5 9 13 15 17 19 21 25

Alter nach Geburt (d)

Abb. 3.46.: Gewichtsentwicklurigocs2+/+, +/- und -/- M&use im neonatalem und juveniéar.
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Die mutierte 5* Donorsplice sitedes Introns 6 deglocs2Gens wird zu einem gewissen
Teil noch erkannt, was in déviocs2/- Mause zur Bildung des Wildtyptranskript fur
die SpleiRform Il dedMocs2Gens fuhrtMocs2/-Mause entwickelten sich normal und
waren von ihrerMocs2t/+ und Mocs2t/- Geschwistern nicht zu unterscheiden, was

dafur spricht, dass MOCS2B weiterhin translatiardw
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4. Diskussion

4.1. cPMP-Substitutionstherapie am TiermodellMocs1:
defizienter Mause

Die Molybdan-Cofaktor-Defizienz hat den Aktivitaessiust der Molybdén-abhéngigen
Enzyme SOX, XDH und ADH zur Folge. Der daraus riesrdnde schwere Phanotyp
beinhaltet schnell fortschreitende neurologischka8en, die hauptséchlich durch die
fenlende SOX-Aktivitat verursacht werden. Betro#enPatienten kommen
normalerweise kurz nach der Geburt unter klinis&watrolle. Grund hierfir sind
verzogertes Wachstum und starke Krampfe, die sehleauf medikamentése
Behandlungen ansprechen [6, 28]. Obwohl milderéeHi#gschrieben wurden [10, 31],
sterben die meisten Patienten in der frihen Kindeaiige tGberleben nur wenige Tage
[28].

Zwei Drittel aller MoCo-defizienten Patienten trag®utationen imMOCSZ1Gen,
wodurch der erste Schritt der MoCo-Biosynthese rbnbehen wird. Anhand eines
MOCSZKnockout-Mausmodells  sollten  die  molekularen  Pssee der
Krankheitsentstehung untersucht und gentherapéetidawendungen etabliert werden
[33]. Die MoCo-defizienten Mause wurden erzeugteim ein komplettes Exon des
MocstGens durch homologe Rekombination mit einem Disomgvektor entfernt
wurde. Daraus resultierten die Unterbrechung desnerm MoCo-Biosynthese-Weges
und die komplette Inaktivierung der MoCo-abhangigezyme SOX, XDH und ADH.
Die MoCo-defizienten Mause zeigten einen ahnlichweren Krankheitsverlauf wie
menschliche Patienten mit Entwicklungsstorungensgaiveren Krampfen. Sie starben
im Durchschnitt 7.5 d nach der Geburt. Die murineQd-Defizienz mit Mutationen im
MocstGen wird, wie bei der humanen Form, als monogsdetiautosomal-rezessive
Krankheit vererbt [33].

Mit Hilfe dieses Mausmodells konnte in den letztelahren bereits eine
Substitutionstherapie mit cPMP, dem erstem Zwisphadukt der MoCo-Biosynthese,
etabliert werden [40]. Der Fokus der Behandlungifaeger Restauration der SOX, da
deren Aktivitatsverlust der Hauptgrund fir den lletaPhanotyp der MoCo-Defizienz
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ist. Basierend auf der Bestimmung der SOX-Halbweitsvon 3-4 d im Nagermodell
[102] und der kalkulierten Menge an cPMP, die ndiigdie in vitro Restauration der
MPT-Biosynthese im Leberrohextrakt vdWlocst/- Méausen war, wurderMocslt
defiziente Mause mit verschiedenen cPMP-Mengen rigdiaa Die in Schwarzt al.
(2004) beschriebenen Experimente zeigten, das®akses an injiziertem cPMP einen
groRen Einfluss auf die Entwicklung der Mause ha#tls optimale Menge fur die
cPMP-Substitution wurde die intrahepatische Inmktvon 2 ug cPMP in den ersten
drei Wochen jeden dritten Tag nach der Geburt, ahdder 4. Woche auf 4 ug,
bestimmt. Geringere Dosen cPMP hatten eine erlfiietdlichkeit der Mause zwischen
d 40 und d 70 zur Folge, was eine kritische Phasesghirnentwicklung darstellt. Die
beschriebene cPMP-Dosis von 2 ug bzw. 4 nug jedéierdiTag fihrte dazu, dass keine
Maus in dem kritischen Zeitraum Uber d 40 stark. &reichten eine durchschnittliche
Lebensdauer von 91.8 d [40]. Der Phéanotyp der MB€bzienz, der hauptsachlich
durch die fehlende SOX-Aktivitat verursacht wircynkite mit der cPMP-Behandlung
verhindert werden. Es kam jedochMocs1/- Mausen, die durch die cPMP-Injektion
ein Alter Gber 70 d erreichten, zu Komplikationele auf eine verminderte XDH-
Aktivitat schliel3en liel3. Die XDH-Aktivitat war aersten Tag nach der Injektion héher
als die der SOX, sank aber anschlieBend unter £8oWildtypniveaus. Die geringe
XDH-Aktivitat verursachte die Bildung von Xanthiegten in den Nieren behandelter
Mause, wie sie auch in Patienten mit klassischeartdauria Typ | beobachtet wurden
[24]. In einigen Fallen fuhrte die Verstopfung dBiierentubuli durch Xanthin-
ablagerungen zum frihen Tod der Tiere [40].

In Hinblick auf die Anwendung bei menschlichen MeRatienten sollte deshalb
untersucht werden, ob eine weitere Erhéhung derR:RMnge zur Verlangerung der
Lebensdauer fuhrt und ob dadurch die Bildung vontiiasteinen in den Nieren der
behandelten M&use verhindert werden kann.

Die erste Gruppe vollocstdefizienten Mausen erhielt in den ersten drei Véochach
der Geburt intrahepatische Injektionen mit 2 ug €Plden dritten Tag. Ab der
4. Woche wurde die Menge auf 4 pg erhéht. Mit dieBehandlung erreichten die
Mocstdefizienten Mause eine Lebensdauer von 91.8 desndurde ein MPT-Gehalt
von 16 % im Vergleich zum Wildtyplevel in der Leld®r behandelten Tiere gemessen
[40].
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Die zweite Gruppe voMocsZt/- Tieren wurde in der ersten Woche ebenfalls 2nitg
cPMP intrahepatisch behandelt. Ab der zweiten Woslwede die Dosis auf 4 pg
erhoht. In der dritten Woche bekamen die Tiere 8ipder 4. Woche 12 pg und in der
5. Woche 16 ug cPMP injiziert. Ab der 6. Woche bhisn Lebensende erhielten die
Mause der zweiten Gruppe 20 ug cPMP, anstatt 4RMPG injiziert. Zusatzlich zur
erhohten cPMP-Dosis sollte untersucht werden, ab \derkirzung der zeitlichen
Abstdnde den raschen Abfall der XDH-Aktivitat awsghen kann. Basierend auf
Untersuchungen in Mausfibroblasten, die eine Haitszeit der zur XDH
korrespondierenden mRNA von 12 bis 16 h ergabe8][1urde die Behandlung nicht
jeden dritten Tag, sondern taglich durchgefuhrt.

Die Umstellung der cPMP-Substitution auf die erledbbsis mit kirzeren Abstanden
der Verabreichung bewirkte eine Verlangerung debebsdauer der Mause auf
durchschnittlich 160 d. Allerdings konnte der MP&Halt in der Leber nur um die
Halfte, d.h. von 16 % auf 33 % im Vergleich zum ®plevel erhdht werden, obwohl
die cPMP-Menge um das 5fache erhdht wurde. DieeNigler 6Mocs1/- Mause, die
taglich cPMP injiziert bekamen, zeigten bei der @kitbn keine morphologischen
Veranderungen, die auf Xanthinablagerungen hintleuteDie Verringerung der
zeitlichen Abstdnde zwischen den cPMP-Behandlungkonnte den raschen
Aktivitatsverlust der XDH entgegen wirken. Die ented Dosis an cPMP verlangerte die
Lebensdauer der Mause. Jedoch scheint die UmwandiuMPT nur bis zu einem
bestimmten Punkt mit der eingebrachten Menge anReBikorrelieren, da eine 5fache
Erh6hung der cPMP-Dosis nur eine zweifache ErhordesgMPT-Werts in der Leber
bewirkt. Schwarzt al. (2004) legten dar, dass das eingebrachte cPMPssahell in
MPT umgewandelt wird und damit die wiederherstellEenzymaktivitditen am ersten
Tag der Behandlung am hdchsten sind. Die relats@&xX und die XDH-Aktivitaten
Uberstiegen sogar das restaurierte MPT-Level, weram sie ins Verhaltnis zum
Wildtypwert stellte (siehe Abb. 4.1.).
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Abb. 4.1.: (aus Schwae al, 2004) Vergleich der restaurierten Menge an MB{Tden Enzymaktivitdten der
XDH und SOX im Lebergewebe cPMP-behanddtecstdefizienter Mausdvlocst/- Mause wurden bis d 25-

55 mit cPMP behandelt (ansteigende Mengen mit @3MP in der ersten Woche bis 8 pg nach dem Absetzen
um d 20). Am d O (4 h nach der letzten Injektiah), d 4 und d 7 nach Absetzen der cPMP-Behandaiunden
jeweils zwei Mause abgetotet. Jeder Wert wurdedfastimmt. Der Gesamtwert an MPT inklusive MoC} (A
die SOX-Aktivitat (B) und XDH-Aktivitat (C) sind inProzent korrespondierend zum entsprechenden

Wildtypwert angegeben [40].

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Mdfektie in die entsprechenden
Apoenzyme eingebaut wird. Eine zweite Erklarungeydilass in gesunden Zellen ein
gewisser Anteil an MoCo nicht in Mo-abhéngige Eneyrmaingebaut wird, aber
essentiell fur den zellularen Umsatz der Enzymgtisk

Entsprechende Untersuchungsergebnisse wurden sehBibroblasten eines MoCo-
defizienten Patienten mit Mutationen IBEPHGen beschrieben. Die Zugabe von
groRen Mengen an Molybdat (Mg®) in das Zellkulturmedium konnte die MoCo-
Biosynthese in Abwesenheit des Gephyrins restamiefes wurde dabei eine
Uberproportional hohe SOX-Aktivitat im Vergleichrzzestaurierten Menge an MoCo

beobachtet (siehe Abb. 4.2.) [4].
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Abb. 4.2.: (aus Reisst al, 2001) Biochemische Charakterisierung von Fibsibla mit einer Mutation im
GEPHGen. a) Die MoCo-Biosynthese kann durch die Zugabe hohen Mengen an Molybdat ins
Zellkulturmedium restauriert werden, obwohl dierBiilasten kein Gephyrin mehr bilden. b) Untersughdes
Gehalts an Molybdopterin, aktivem MoCo und der S&Xvitat in Fibroblasten einer gesunden Kontradtmn
(links), eines Patienten ohne (Mitte) und mit (tegMolybdat-Supplementierung [4].

Experimente mit verschiedenen Arten der cPMP-lnpekt zeigten, dass eine
intraperitoneale Injektion des cPMPs mdglich ishera die intraventse und die
intrahepatische Applikation die beste Option ddlestd40, 104]. Fir die Praktikabilitat
im klinischen Alltag wére jedoch die orale Gabe Wuonteil.

Fur die Applikation in Mause wurde das cPMP mit PBS8d dHO auf die
entsprechende Konzentration und physiologischem\fgtt eingestellt. Allerdings sind
Pterine aufgrund der verschiedenen hydrophilen @apschlecht wasserléslich, was
zur Bildung unléslicher Aggregate fihren konnte54M6]. Deshalb wurde vermutet,
dass die orale Gabe von cPMP die bessere OptiadidiEinbringung des cPMPs sein
konnte [104]. Zur Uberprufung dieser Annahme wur@eviocstdefiziente Mause bis
d 81 mit taglichen intrahepatischen cPMP-Injektioneorbehandelt. AnschlieRend
wurde den Méausen taglich cPMP oral verabreicht hNdear Umstellung lebten die Tiere
durchschnittlich 54 30 d. Die groRe Standardabweichung in der Lebersdder oral
behandelten Tiere resultierte aus Xanthinablagenmg den Nieren, die unter anderem

zur Lyse des Nierengewebes fuhrte und damit zum dexdMause. Messungen des
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MPT-Gehalts in der Leber abgettteter oral behaadé&liere ergaben 2 % im Vergleich
zum Wildtypniveau. Die Kontrollgruppe, die weitanhdie gleiche Menge an cPMP
intrahepatisch injiziert bekam, erreichte eine dsobnittliche Lebensdauer von 79 d
nach der Umstellung der Applikationsart und eindAT™Msehalt von 11 % im Vergleich
zum Wildtyplevel. Die Obduktion dieser Mause ergébine morphologischen
Auffalligkeiten an den Nieren.

Die eingesetzte Menge an cPMP reichte also ausPténotyp der MoCo-Defizienz
Uber einen langen Zeitraum aufzuheben. Jedocheisirdle Gabe als Applikationsform
fur die cPMP-Substitutionstherapie weniger geeigdatsie zu einem geringeren MPT-
Gehalt in Leber der behandelten Mause und dadwicKanthinablagerungen in den
Nieren flhrte.

Kigler et al. (2007) vermuteten, dass der niedrigere pH-WertMigsseurins [107¢lie
Ursache fur die Xanthinansammlungen sein konntesicla die Loslichkeit bei einem
pH-Wert unter 7.0 deutlich verringert [108]. In hanen Patienten mit MoCo-Defizienz
wurden keine Xanthinsteine aufgrund der fehlend®@H>Aktivitdt beobachtet [109-
110]. Zurzeit werden zwei MoCo-defiziente Patienteih Mutationen imMOCS1Gen
mittels cPMP-Substitutionstherapie behandelt. Badén Patienten wird der Phanotyp
der Krankheit deutlich verbessert. Probleme, dié @une geringe XDH-Aktivitat
zurtckzufiihren waren, traten bislang nicht auf {PRw. Glinter Schwarz, persénliche
Korrespondenz). Das spricht dafiir, dass die phygisthen Unterschiede zwischen
den Spezies die Ursache fir die Xanthinablagerumgeten Mausenieren waren und
das Hauptaugenmerk der Substitutionstherapie mMtRcRReiterhin auf der Restauration

der SOX liegen sollte.

4.2. Alternative Substitutionstherapie mit pflanzlicher
Sulfitoxidase

Eine Alternative zur cPMP-Substitution eroffnetehsimit der Identifizierung und
biochemischen Charakterisierung der pflanzlicheffitSxidase (PSO) auérabidopsis
thaliana [45]. Im Gegensatz zur SOX ist die PSO nicht imtoctiondrialen

Intermembranraum lokalisiert und verwendet, ans@jtochrom c, Sauerstoff als
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Elektronenakzeptor. Aufgrund dieser Eigenschaftemde eine Substitutionstherapie
mit aufgereinigter und PEGylierter PSO fir die Belang der MoCo-Defizienz in
Betracht gezogen.

MocsZtdefiziente Mause wurden ab der Geburt jeden zwéiggg mit intrahepatischen
Injektionen des PEG-PSO-Gemischs behandelt. Urdleusigen zeigten, dass 90 nmol
des eingesetzten PEG-PSO der SOX-Aktivitat entbgrecdie durch die Injektion von
32 ug cPMP restauriert wird (Prof. Dr. Gunter Sctaygersonliche Korrespondenz).
Ausgehend davon, wurden den Mausen 0.005, 0.0®d&55 nmol PEG-PSO injiziert.
Dabei zeigte sich, dass ab einer KonzentrationO/05 nmol PEG-PSO alle Mause eine
durchschnittliche Lebensdauer von 16 d mit eineingen Abweichung erreichten.
Mocstdefiziente Mause leben im Durchschnitt 7.5 d. [i80-behandelten Tiere
erreichten durchschnittlich 16 d. Die verlangerebénsdauer spricht dafir, dass die
Detoxifizierung durch die PSO im murinen Organisrstattfindet.

Jedoch zeigten Obduktionen der gestorbenen Tiexss der Gastrointestinaltrakt der
Mause hochgradig entziindet war, was in zwei ddresidbbehandelten Mause zu einer
Darmperforation fuhrte. Es stellte sich die Fragas die Darmreizung auslésen konnte.
Abuchowski et al. beschrieben bereits 1977, dass die PEGylierung eiinthte
Wirkstoffstabilitat und Verringerung der Immunoggni des Rinderserumalbumin
bewirkte [111]. Zahlreiche Anwendungen wie die Bailang von Hepatitis C mit
PEGyliertema-Interferon [112] oder die Chemotherapie von KrebsSubstanzen, die
in PEGylierten Liposomen eingeschlossen waren [1&&jrden bisher beschrieben.
Untersuchungen zeigten, dass das PEG in Abhangigéeiseiner Molekulgré3e sehr
schnell im Kérper abgebaut wird und nicht toxissh[114]. Wahrscheinlich gelangt bei
der Injektion in die Leber das PEG-PSO ber dielgdghnge auch in das
Darmgewebe, da das Enzym durch die PEGylierung dmpé&t zirkulieren konnte. Eine
maogliche Erklarung fur die Entzindungen konnte seass bei der Detoxifizierung von
Sulfit so viel Wasserstoffperoxid gebildet wurdess es vom murinen Organismus
nicht vollstandig abgebaut werden konnte und dasnDawebe angriff. Injektionen mit
unmodifizierter PSO kdnnten klaren, ob digdz#Bildung bei der Detoxifizierung das
Darmgewebe angreift und die PEGylierung als Auslosier Entzindungen

ausgeschlossen werden kann.
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4.3. Somatische Gentherapie

Hauptziel der Gentherapie ist die Wiederherstelldeg Proteinexpression durch das
Einbringen von funktionellen Genen in geeignete |Zz&ken. Die grundlegenden

Prinzipien der Gentherapie sind zwar einfach, héngber wesentlich von der
Entwicklung geeigneter Vektoren fiir den Gentranster Im Verlauf der letzten Jahre
wurden daflr eine Reihe von Hilfsmitteln entwickelie sich in zwei Kategorien

einteilen lassen: virale und nichtvirale SysteméchNirale Systeme beruhen zum
Beispiel auf der direkten Injektion von unverpackteder in Tragermolektlen

verpackter Plasmid-DNA. Die Nachteile dieser Ve&torliegen in der geringeren
Effektivitat und der kirzeren Expressionsdauer igrgieich zu den viralen Vektoren.

Virale Systeme basieren auf der Fahigkeit von kefilten Viren, genetische

Informationen in Zielzellen einzuschleusen [53]eDierwendung dieser Vektoren ist
jedoch mit Problemen, wie der endogenen Virusrekoation, onkogenen Effekten

und unerwarteten Immunantworten behaftet [115].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl nichtvirde auch virale Vektoren auf ihre

Fahigkeit hin untersucht, den Phanotyp der MoCaZleiz zu verbessern oder
aufzuhebenMocstdefiziente Mause dienten dabei als Modellorgansmu

4.3.1Expressionskassette

Die gentherapeutische Behandlunlylocstdefizienter Mause erforderte eine
Expressionskassette, die das funktionelle Gen igiBddung der Proteine MOCS1A
und MOCS1B zur Restauration der MoCo-Biosynthesethielh Da der
Stoffwechselweg der MoCo-Biosynthese in allen Orgaen hoch konserviert ist,
wurde das human®IOCS1Gen zur Behandlung der Mause verwendet. M&CS1
Gen weist eine ungewdhnliche bicistronische Gehkgiruauf und kodiert fur die zwei
enzymatisch aktiven Proteine MOCS1A und MOCS1B.[39]

MOCS1A und homologe Proteine gehoéren zur Familie 8eAdenosylmethionin
(SAM)-abhéangigen radikalen Enzyme und besitzen il C-terminalen Bereich des
Proteins Cystein-Cluster, an die Eisen-Schwefebktelu gebunden sind [116]. Die
katalytische Aktivitat von MOCS1A ben¢tigt ein freugéangliches Doppel-Glycin-

Motiv, das vermutlich fir die Interaktion mit MOCB Yerantwortlich ist, oder in einer
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radikal-basierenden Reaktion des SAM abhangigetePinvolviert ist. Die exakte
Funktion des MOCS1B-Proteins ist bislang unbek§bh?]. Hanzelmanret al. (2002)
spekulierten, dass es entweder als Ruckgrat fuBidikeing von cPMP dient, oder dass
MOCSI1B das sauerstoffempfindliche cPMP auf dessamsport zur Molybdopterin-
synthase schutzt.

Neben der bicistronischen Splei3form | ##©0CSImRNA, die fur MOCS1A kodiert,
wurden monocistronische Transkripte identifiziesiefie Abb. 4.3. nachste Seite).
Alternative Spleimechanismen fihren dabei unter gétmng des MOCSI1A-
Stopcodons im Exon 9 zur Expression von MOCS1A-MOB-&usionsproteinen
(Splei3form 11 und IlI) [39].

genomische DNA MOCS1

MOCS1B
I
Ia b . 1d e m B R E N B 10
Iy A A A

MOCS1A

SpleiBform I: bicistronisches Transkript - aktives MOCS1A

TGA
. Kodierende Region Untranslatierte Region

Abb. 4.3.: Genomische Struktur und SpleiRformen HesianenMOCSIGens. http://www.ncbi.nim.nih.
gov/gene/4337?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2 feEriEene.Gene ResultsPanel.Gene_ RVDocSum
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Fur die cPMP-Synthese wird die konzertierte Aktwmn mono- und bicistronischen
MOCSTranskripten benétigt. Vom bicistronischen Tramskmwird MOCS1A mit
seinem katalytisch aktiven C-terminalen Doppel-@Giydotiv exprimiert. MOCS1B
wird von monocistronischen Transkripten in Form esin MOCS1A-MOCS1B
Fusionsproteins exprimiert, bei dem das C-termidaippel-Glycin-Motiv fehlt [118].

Fur die 5'-Region desMOCS1Gens existieren vier weitere Isoformen, die durch
alternatives SpleiBen entstehen. Sie unterscheidam in sich gegenseitig
ausschlieBenden Startpunkten und einem fakultativieon im Exon 1 (Ubersicht siehe
Abb. 4.4)). Exon 1 des human®dOCS1Gens besteht aus vier Abschnitten, die in
Exon la, 1b, 1d und Intron 1c eingeteilt sind. Oaanskript der ,Larin“-Variante
startet mit Exon 1a, welches ein Startcodon trégt 6 kb aufwarts von Exon 1b liegt.
Durch das Fehlen einer 3'-Spleil3stelle im Introebgr aufwarts von Exon 1b wird
beim Spleilen Exon la mit 1d verbunden. Bei deris®e/ariante startet das
Transkript mit Exon 1b, welches ein sich von dearjh“-Variante unterscheidendes
Startcodon tragt. Die Transkription und Translati@mlaufen durch Exon 1b, 1c und
1d. Die dritte Variante nach ,Gross-Hardt" tritt ifergleich zur ,Reiss-Variante* sehr
selten auf und besteht nur aus Exon 1b und Exarhfhd Intron 1c. Arenast al. (2009)
beschrieben eine weitere Isoform, bei der das Krgrtswie bei der Larin-Variante im
Exon 1la startet, jedoch Exon 1d fehlt [31].
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Abb. 4.4.: Splei3formen der 5 Region des humai@CS1Gens [31, 93].

Die Sequenzen im Exon 1 unterschieden sich stark@@anismus zu Organismus.
Jedoch wies die Expression der verschiedenen mRiie sichtbaren Unterschiede in
den Geweben auf. Das ist einerseits durch dasgge#xpressionslevel dédOCS1
Gens begrindet und andererseits reflektiert dieschminend eine fehlende
physiologische Notwendigkeit der verschiedenen i8p&ianten [93]. Die vier
verschiedenen Transkripte fur die 5-Region und @gleil3formen fir die 3'Region
zeigen die Komplexitat des alternativen SpleiRasMDCS1Gens.

In vorangegangenen Experimenten wurde 8@CS1IExpressionskassette hergestellt,
die Exon 1b, 1c und 1d beinhaltet, was der ReigsaWee entspricht. AuRerdem enthalt
sie Exon 2 bis 9, eine verklrzte Form des Intragnso®vie Exon 10. Intron 9 ist fur das
alternative SpleiRen im 3‘ Bereich erforderlich,letes zur Expression des Fusions-
proteins MOCS1A-MOCSI1B fuhrt.

Da bis zum gegenwartigen Zeitpunkt keine Antikorp@r die Untersuchung der
MOCS1A und MOCS1B Proteine zur Verfigung stehenssteieine Alternative zur

Untersuchung der Funktionalitat der Expressionsktsgefunden werden. Deswegen
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wurden transgene Mause hergestellt, die in jedde dees MOCSZIExpressionskassette
enthielten. Diese Tiere wurden wiederum mit hetggorenMocsZtdefizienten Mausen
verpaart. Das Ergebnis von weiteren VerpaarungemerweghomozygoteMocslt

defiziente Mause, die in jeder Zelle die humBf@CS1Expressionskassette trugen.

In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dasslsl die Transkripte fur das
MOCS1A- als auch fir das MOCS1B-Protein exprimigurden. Aufl3erdem konnte
gezeigt werden, dass die Expression der humanen 34@Gind MOCS1B-Proteine
den Phanotyp der murinen MoCo-Defizienz vollstéandigtheben konnte, was die

Funktionalitdt des Konstrukts bewies.

4.3.2Nichtvirale Gentherapie

Die MoCo-Defizienz ist ein ideales Modell fir diee@herapie bei rezessiv vererbten
Stoffwechselkrankheiten. Das begrindet sich aus Tatsache, dass geringste
Transkriptmengen und Restaktivitaten in der MoCosBnthese fur eine ausreichende
Aktivitat der MoCo-abhangigen Enzyme genugen [Z8Bhwohl dasMOCS1Gen in
verschiedenen Geweben exprimiert wird, zeigte dibs8tutionstherapie mit cPMP,
dass im Mausmodell die Leber als Zielorgan fur Behandlung ausreicht [40]. Die
Anwendung einer somatischen Gentherapie wird dadzusatzlich vereinfacht.

Eine Moglichkeit der gentherapeutischen Anwendunglltsdie Injektion nackter
Plasmid-DNA dar. In vorangegangenen Experimenterrdanu hydrodynamische
Schwanzinjektionen zur Einbringung des Plasmids tglRi mit der MOCSZ
Expressionskassette Mocstdefiziente Mause verwendet [52]. Dabei wurde a@hds
Volumen einer Plasmid-PBS-LOsung in kurzer Zeitteunhohem Druck, in die
Schwanzvene von Mausen injiziert. Diese Methodatdrer allem der Aufnahme von
Plasmid-DNA in die Leber [119]. Dennoch konnte Higlrodynamische Injektion die
MoCo-Biosynthese nicht restaurieren [52].

Obwohl der Aktivitatsverlust deviOCStexprimierten Proteine ernste Folgen hat [13],
weist dasMocstGen nur ein sehr geringes Expressionslevel aulass eine minimale
Expressionsrate eine Besserung des Phanotyps hderomusste. Aul3erdem wurde in
dem Konstrukt der 3-Aktin-Promotor und der CMV-Enber verwendet, die eine der

am starksten exprimierenden Promotor/Enhancer-Koationen in der Leber darstellt
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[120]. Deshalb musste in weiteren Versuchen dagptdagenmerk auf die Erh6hung
der Transfektionsrate des verwendeten Plasmidididlzellen gelegt werden.

Die zellulare Aufnahme der Plasmid-DNA ist eins dgno3ten Probleme des
nichtviralen Gentransfers. Wird die Plasmid-DNAhti@aufgenommen, wird sie durch
Nukleasen schnell abgebaut. Daraus resultiert séne geringe Expression, die von
eingebrachten Plasmid-Vektoren aufgrund ihres epaden Vorliegens in der Zelle
ohne hin schon begrenzt ist. Zur Steigerung demsfektionsrate muissen Wege
gefunden werden, die die Plasmid-DNA effizient Mukleasen und dem Immunsystem
schitzen. In dieser Arbeit wurde untersucht, obllédellagen die Plasmid-DNA als
Tragermaterial schutzen und somit die Gentrangéegen6hen kann. Atellocollagen ist
eine Abwandlung von Kollagen, ein im Menschen vankeendes Strukturprotein des
Bindegewebes. Kollagen wird aus tierischem Gewelge2nB. Kalberhaut gewonnen
und enthalt an den Enden sogenannte Telopeptidelid3a Peptide als Antigene vom
Immunsystem erkannt werden konnen, werden sie dwgicien Proteaseverdau
abgespalten. Durch die Abspaltung der Telopeptidst Idas Biomaterial kaum
Immunreaktionen in der Maus aus. Aus der Literatist bekannt, dass
Plasmid/Atellocollagen-Komplexe sehr effizient voreukaryotischen Zellen
aufgenommen werden, und dass die Plasmid-DNA in defle durch das
Atellocollagen Uber einen langeren Zeitraum stgélialten wird [121].

Fur die gentherapeutische Behandlung wurde dasnRigsRitalX mit Atellocollagen
vermischt und Mocsktdefizienten Mausen im neonatalem sowie adulten
Entwicklungsstadium injiziert. Jedoch hatte der daim des Tragermaterials keine
Verlangerung der Lebensdauer der behandelten MAusEolge. Parallelversuche mit
einem Plasmid, bei dem dagOCS1Gen durch eineEGFP-Expressionskassette
ausgetauscht war, bestatigten die Ergebnisse.Meinem von vier behandelten Tieren
wurde eine schwach&GFP-Expression detektiert, die aber keiner Struktus de
Lebergewebes zugeordnet werden konnte.

Die Verwendung von Atellocollagen als Tragermatefim die Plasmid-DNA konnte
die Gentransferrate nicht erhéhen und somit auehek€erbesserung des Phénotyps

der MoCo-Defizienz Typ A erreichen.
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4.3.3Virale Gentherapie

Der generelle Nachteil der nichtviralen Gentherapist die geringe
Transfektionseffizienz des gewilnschten Zielgeweimesdie kiirzere Expressionsdauer
im Vergleich zu den viralen Vektoren. Aus diesenui@& wurden fir die somatische
Gentherapie der MoCo-Defizienz virale Vektoren gtf@cht gezogen.

In vielen gentherapeutischen Versuchsansatzen sswisich die auf AAV basierenden
Vektoren als besonders geeignet, was hauptsachlidhdie lange und effiziente
transgene Expression in einem weiten Spektrum dty@en wie Leber, Muskeln, der
Retina und den zentralen Nervensystem zurtick zefilist [122].

Fur die gentherapeutische Behandlung der MoCo-@eizTyp A war es notwendig
einen viralen Vektor zu verwenden, der einen holrepismus fur die Leber zeigt. Das
begriindet sich aus der Tatsache, dass die klimsetaiptmerkmale der Krankheit
durch den Aktivitatsverlust der MoCo-abhéngigen SQ@¥rursacht werden, die
hauptsachlich in der Leber exprimiert wird [95].sBing sind 11 verschiedene
Serotypen des AAV bekannt [123]. Die unterschidait Antigene auf der Oberflache
bestimmen mit welchen Rezeptoren der Viruspartikétragiert und so die Zellen
transduziert. Von allen bekannten Serotypen zeil§V/A den gréf3ten Tropismus fir
Muskeln und Leber [124]. AAV2 ist der meist genat&erotyp und hat ein breites
Wirtspektrum [53].

4.3.3.1. Untersuchung der Transduktionseigenschaften des AAV
Vektors

Fur die virale Gentherapie der MoCo-Defizienz wurddimare rAAVs genutzt, deren
Capsidhillen zur Halfte AAV1- und AAV2-Antigene gen. Dieser chimare rAAV
zeigte in vorangegangenen Experimenten einen héhen@pismus fur die Leber und
fur Muskelgewebe als rAAVs mit Serotyp 1 und 2 iall&6].

Neben den Hullproteinen dim trans von Helferplasmiden und Helferviren kodiert
werden, wurdencis-aktive regulatorische Elemente wie die ITRs und &&PRE
bendtigt, ohne die die transgene Transkription réetm Eindringen des rAAV in die
Wirtszelle nicht stattfinden kann. So wurde ein ¥eglasmid hergestellt, das aul3er den
cis-aktiven Elementen die zuvor im Mausmodell geteCS1 Expressionskassette
enthielt (AAV-HBA-MOCS).
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Vor der eigentlichen gentherapeutischen BehandtergMoCo-Defizienz erfolgte die
Uberpriifung der Transduktionseigenschaften des rA&vh chiméaren Serotyp 1/2.
Einerseits wurde untersucht, welche Zielgeweberd&V transduzierte und ob die
Applikationsform einen Einfluss auf die Gewebewéuteg hatte. Zur Detektion der
transduzierten Zellen wurde ein viraler Vektor getiuder anstatt deMOCS1t
Expressionskassette  eineEGFP-Expressionskassette enthielt und entweder
intrahepatisch oder intravenos in C57B/6N-Mauskigjt. Dabei zeigte sich, dass nach
einer einzelnen AAMEGFP-Injektion das Lebergewebe der behandelten Mause
vollstandig transduziert war. Andere Organe wie ldiege, das Herz und das Gehirn
zeigten nur eine schwachHeGFP-Expression. Die intraventsen und intrahepatischen
Applikationen des rAAV mit dem Serotyp 1/2 fuhrtea keinen Unterschieden in der
Gewebeverteilung. Diese Untersuchungen fanden amsél&tatt, die alle ein adultes
Alter erreicht hatten.

Das nachste Experiment sollte zeigen, ob der Zelpder rAAV-Injektion einen
Einfluss auf die Gewebeverteilung hatte. Aus diesénund erhielten Mause im
neonatalem Entwicklungsstadium, d.h. am d 6 paatnaine intrahepatische AAV-
EGFP-Injektion. Es zeigte sich, dass die Injektion iresem frihen Stadium der
Entwicklung nicht nur zur Transduktion der Lebelnrfii sondern auch in der Lunge, im
Herzen und im Gehirn. Die starkste Expression warden Kardiomyocyten des
Herzmuskels zu verzeichnen.

Die Langzeitbeobachtung der von rAAV stammenB&FP-Expression zeigte, dass in
den neonatal behandelten Tieren die Leberzellerh reioer Woche vollstandig
transduziert waren. Jedoch sank die Anzahl derspem-exprimierenden Hepatozyten
innerhalb des ersten Monats bis auf 5% des urgficilen Niveaus ab. Ab einem
Monat nach dem Therapiebeginn blieb die Anzahl elgorimierenden Leberzellen
konstant. Ein ahnlicher Verlauf zeigte sich bei tetersuchung der Nieren und des
Gehirns. Eine Ausnahme stellte &&FP-Expression in den Kardiomyocyten dar, die
nach 10.5 Monaten nur auf ein Level von 50 % defmigswerts abgesunken war.

Die beobachtete Abnahme deEGFP-Expression nach der Transduktion der
Leberzellen in den neonatalen Mausen kann zwechigdene Ursachen haben. Zum
einem gaben Versuche mit transgenen Mausen, djeder Zelle ihres Korpers die

EGFP-Expressionskassette trugen, einen Hinweis daradfss nicht die
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Transduktionsrate sondern die Persistenz der Esipresir die Gewebe-spezifischen
Unterschiede verantwortlich war. Sie zeigten einlidhes Expressionsmuster wie die
neonatal mit den rAAV behandelten Mause (persoali€brrespondenz Waja Wegner,
Institut fir Humangenetik, Universitatsklinikum @&dgen). Zum anderem reflektiert
die Abnahme deEGFP-Expression einen Verdinnungseffekt, der durchvilashstum
der Leberzellen hervorgerufen wird. Dieser Verdimgseffekt scheint dafur
verantwortlich zu sein, dass die neonatal behasldtause eine hohere Sterblichkeit
zeigen als die im adulten Alter behandelten Maus&V-Vektoren liegen nach der
Transduktion des Zielgewebes in 90 % der Félle prsamaler Form vor [125].
Aufgrund der nichtintegrierten Form gehen diese DBStAcke durch Zellteilungen
wahrend des Leberwachstums verloren [126]. Diegirstnaturlicher Prozess, der die
transgene Expression von AAV-Vektoren limitiert umyentuell Reapplikationen
notwendig macht [123]. Doch durch das rasche Leaemstum in juvenilem Alter der
Mause verstarkt sich der Effekt bei den am d 1diddbehandelten Mausen, so dass der
Erfolg der viralen Therapie gemindert wird.

Die Vorversuche mit AAVEGFP-Injektionen zeigten, dass die Applikationen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Mausentwicklungemr grof3en Einfluss darauf
haben, welche Gewebe transduziert wurden. Einétloje des rAAV im neonatalem
Entwicklungsstadium hatte eine weitverbreitete Sdarktion der Gewebe zur Folge.
Bei den Tieren, die im adultem Entwicklungsstadioemandelt wurden, begrenzte sich

die Transduktion dagegen hauptsachlich auf dasrhelbebe.

4.3.3.2. AAV-vermittelter Gentransfer in Mausmodell der MoCo-
Defizienz Typ A

Der Injektionszeitpunkt in der Entwicklung der Maus beeinflusst die
Gewebeverteilung des rAAVs. Aus diesem Grund wurderei GruppenMocskt
defizienter Mause in unterschiedlichen Entwicklsigdien mit dem viralen Vektor
behandelt, der diBIOCS1Expressionskassette beinhaltete (AMOCS).

Die erste Gruppe wurde im neonatalem Entwickluragisi behandelt, das heil3t am
d 1 und d 4 nach der Geburt. Die BehandlungMiecstdefizienten Mause verlangerte
die Lebensdauer von 7.5 d auf durchschnittlich @0Rie Autopsien der verstorbenen
Tiere zeigten eine Obstruktion der Nieren, die @oé verminderte Aktivitat der XDH
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zurtckzufiihren war. In Verhaltenstests waren dieahdelten Tiere nicht von ihren
gesunden Geschwistern zu unterscheiden. Alle Mdeseeonatal behandelten Gruppe
wurden untereinander in unterschiedlichen Kombamen verpaart. Jedoch wurde nur
ein Tier geboren, welches bereits am d 1 nach ébufd verstarb.

Als nachstes wurde untersucht, in wieweit die Beharg von Mocstdefizienten
Mausen mit AAVMOCS1im adulten Alter, d.h. am d 40 postnatal, den Bh#nder
MoCo-Defizienz aufheben konnte. Die Tiere dieseugpe erreichten eine Lebensdauer
von 356d und zeigten ebenso keine Verhaltensuhiede im Vergleich zu
Wildtypmausen. Die Nieren der Mause wiesen keingi@erungen auf, wie es bei den
neonatal behandelten Tieren beobachtet wurde.

Die BehandlungMocstdefizienter Mause zu unterschiedlichen Zeitpunkiger
Entwicklung hatte keine grol3e Differenz in der Ledaauer zur Folge. Der Unterschied
zwischen den zwei Injektionszeitpunkten lag dadass die Tiere, die im adultem Alter
die AAV-MOCSttInjektionen bekamen, eine wesentlich héhere SOXwlEt in der
Leber aufwiesen. Wahrend die am d1 und d 4 belt@nd®ause nur eine SOX-
Aktivitat von 5 % im Vergleich zum Wildtyp aufwiesewurde in der Leber der am
d 40 behandelten Tiere ein Wert von 75 % gemed$3ienhOhere SOX-Aktivitat in der
Leber der am d 40 behandelten Tiere korreliertdait hoherere GFP-Expression, die
nach der Injektion von AAMEGFP in der Leber adulter Mause beobachtet wurde. Die
klinischen Merkmale der MoCo-Defizienz sind hauphdich auf die fehlende SOX-
Aktivitat zurtckzufihren. Die SOX wird hautsachlich Lebergewebe exprimiert [95].
Deshalb konnte die starke Expression in den Kargomyten den Phanotyp der MoCo-
Defizienz nur schwécher restaurieren als die sta&keression in der Leber, obwonhl
cPMP fahig ist, Membranen zu passieren [27]. Dia&ellung mit AAVMOCS1lam

d 40 restaurierte die MoCo-Biosynthese effektidercae Behandlung am d 1 und d 4,
was sich auch darin &uf3erte, dass alle am d 4thdehe@n Tiere Nachkommen zeugten.
Dadurch konnte nachgewiesen werden, dass die iojeldes rAAVs zu keiner
Ubertragung des viralen Genoms in die Keimbahnbddrandelten Mause fiihrt. Die
insgesamt 95 Nachkommen starben im Durchschnitd h&ch der Geburt, was der
Lebensdauer unbehandelkdocs1/- Mause entspricht.

Die kunstliche Veradnderung der Erbinformation mdfsber Keimzellen ist in

Deutschland verboten. Die Behandlung Mecstdefizienten Mause hatte aber keine
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Ubertragung des eingebrachten Transgens auf diekdammen zur Folge. Gesetzt den
Fall, dass der rAAV bei der Anwendung im menschdiciOrganismus sich &hnlich

verhalten sollte wie in der Maus, wirde diese geratbeutische Behandlung der MoCo-
Defizienz die Richtlinien gemal 8 5 des Embryonkuattgesetzes erfiillen, welches die

Keimbahntherapie verbietéii(p://bundesrectjuris.de/eschk).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Letmrer der behandelten Mause auf
die transgene Expression des rAAV und dessen Rarzism Gewebe zurtickzufihren
ist. Die Unterschiede im Erfolg der viralen Gen#dpe resultierten aus der
Gewebeverteilung nach den Injektionen in verschiede Entwicklungsstadien der

Mause.

Eine intraventse Applikation ist im klinischen Alif leichter anzuwenden als eine
intrahepatische Injektion. Aus diesem Grund wurdehadie Maoglichkeit einer
intravendésen AAVWOCStInjektion untersucht. Durch die intravenése Injektvon
AAV-MOCS1 am d 40 erreichten die behandeltdfocstdefizienten Mause eine
durchschnittliche Lebensdauer von 500 d. Aus denpa&rungen dieser Tiere gingen 64
Nachkommen hervor, die im Durchschnitt 5.35 d patsinstarben. Die intraventse
Applikationsart fuhrte somit ebenfalls zu keineridbahntransmission des viralen
Genoms.

Die intravendse Injektion von AAWAOCS1am d 40 konnte, wie die intrahepatische
Applikation, den Phéanotyp der MoCo-Defizienz erfeigh aufheben.

Hardinget al. (2004) zeigten ahnliche Ergebnisse am Beispiel éfimtie B erkrankter
Mause und Hunde [127]. In diesen Versuchen fuhdienintrahepatische als auch die
intravendse Applikation zur Transduktion der gleicsh Gewebetypen. Zwei
verschiedene Applikationsformen zu Verfiugung zu eémalkonnte sich als Vorteil
herausstellen. In den letzten Jahren verhartetd sler Verdacht, dass die
Applikationsform und die Dosis der rAAVs die Intégds und die Art der
Immunantwort auf die Capsidhulle als auch die kadre transgenen Produkte, und

damit auch den Erfolg der Gentherapie beeinflus28].
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4.3.3.3. Deeskalationsstudien mit AAYMOCS1

Um die notwendige Dosis fur die Behandlung hum#&aienten abschatzen zu kénnen,
bestimmten wir die minimalste Menge an rAAVs, denbtigt wird, um den Phanotyp
der MoCo-Defizienz aufzuheben. Manmb al. (2006) beschrieben eine Korrelation
zwischen der Dosis des applizierten Vektors undydenessenen transgenen Expression
in der Leber von Hamophilie B-Patienten [129]. Reduzierung der eingesetzten
rAAVs verringert auch die Menge an Antigenen. Sarké die Immunantwort auf den
viralen Vektor umgangen und damit eine langfristiggnsgene Expression erreicht
werden [130-131]. Suet al. (2003) beschrieben ebenfalls, dass die Hoéhe umalér
Immunantwort auf den rekombinanten Virus und dagebrachte Transgen auch von
der verwendeten Dosis abhangig sind [128].

Fiur die Deeskalationsstudien am Mausmodell der MDE€fizienz Typ A wurden drei
verschiedene intravends verabreichte Dosen zu @rgetegt(siehe Kapitel 3.1.2.4.3,
Abb. 3.24.). Die Behandlung mit der héchsten Dosis 4 x 13 tu AAV-MOCS1
erreichte eine Lebensdauer von 500 d. Die geringstersuchte Dosis von 1.5 x®1t0
reichte nicht aus die MoCo-Biosynthese zu resteemieund die behandelten Tiere
starben bereits durchschnittlich 28.75 d nach d&¥AMOCSZtInjektion. Der dritten
Gruppe vorMocstdefizienten Mausen wurde eine Dosis von 4 %tllOAAV-MOCS1
verabreicht. Sieverbesserte zwar den Phénotyp der MoCo-Defizieber aollstandig
aufheben konnte sie ihn nicht. Die beobachtete gianz in der Lebensdauer der
Mause lasst darauf schlie3en, dass diese Dosis @renzbereich fur die Behandlung
des Phéanotyps der MoCo-Defizienz darstellt. Dig hierwendeten Mause hatten ein
maximales Kérpergewicht von 40 g, woraus sich a&ie&tordosis von 1 x I8tu pro
kg Korpergewicht errechnet. Auf ein einjahriges &imit einem Kdrpergewicht von
10 kg bezogen, wiirde das eine Injektion von 1% tDAAV-MOCS1 (umgerechnet
3 x 10° Vektorpartikel (VP)) bedeuten, was im Bereich Beoduktionsméglichkeiten
nach demGood Manufacturing Practickeitfaden liegt [132]. Klinische Studien an
Patienten mit Hamophilie B zeigten, dass eine sysiehe Verabreichung von bis zu
2 x 102 rekombinanter VP mit keiner toxischen Reaktiorbueden war. Diese Studien
zeigten jedoch auch, dass im Gegensatz zur latigémsExpression in Mausen, Ratten
und Hunden mit Hamophilie, die vom viralen Vekttaramende transgene Expression
bei menschlichen Patienten auf eine ZeitspanneBwfochen begrenzt war [129, 133-
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137]. Die Unterschiede resultierten hauptsachliaks driiheren Infektionen mit
natirlichen AAVs in Kombination mit Helferviren [8B Das fiihrte zu der Bildung von
CD8'-Gedachtniszellen und deren Aktivierung wahrendedieeuten Konfrontation mit
dem AAV-Capsid wahrend der viralen Gentherapiec&bet al. (2009) untersuchten
die Verteilung von neutralisierenden AntikbrpernAK) gegen AAVs in der
Weltbevdlkerung. Die Pravalenz fir AAV1 und AAVZigkt von [60 % in Afrika bis
Uber [B0 % in Europa [139]. In friheren Studien von Halket al. (2006), die die
Pravalenz fir nAK gegen AAV in verschiedenen Alggtppen untersuchten, konnten
jedoch in Kindern unter drei Jahren keine nAK nautigsen werden. Das legte die
Vermutung nahe, dass die Konfrontation mit AAV messst mit dem Eintritt ins
Vorschulalter stattfindet [140].

Patienten mit MoCo-Defizienz werden aufgrund vontwkcklungsstérungen und
schweren Krampfen meist kurz nach der Geburt kdimiauffallig. Die progressiven
Gehirnschadigungen, die vor allem auf den Verlust 80X zuriickzufiihren sind,
wirden aufRerdem eine schnelle Behandlung notwendighen [28]. Im Fall der
MoCo-Defizienz sollte also die Pravalenz von nAKder Allgemeinbevélkerung die

virale Gentherapie nicht behindern.

4.3.3.4. Reapplikationsstudien am Mausmodell der MoCo-Defianz
Typ A und Untersuchungen der Induktion einer Immuntoleranz
gegenuber dem viralen Vektor

Obwohl eine einzelne Injektion AAWAOCS1 ausreicht, den Phénotyp der MoCo-
Defizienz aufzuheben, kann das Mausmodell aufgderdhatirlichen Lebensdauer der
Tiere nur eine Vorhersage fur zwei bis drei Jahraclmen. Im Gegensatz zur
langfristigen Expression, die in Tiermodellen begtiat wurde [141], war die Dauer
der transgenen Expression in klinischen Studietdesthend kurz, obwohl sie sich
anfanglich sehr vielversprechend darstellte [142}1Bie Hinweise mehren sich, dass
das Immunsystem den AAV-vermittelten Gentransfed uhie Expression negativ
beeinflusst. Die klinischen Daten deuten aul3erdaraud hin, dass fur die langfristige
Behandlung chronischer Krankheiten eine Reappbkaties viralen Vektors notwendig
ist [123].
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Deshalb wurde die Mdglichkeit einer wiederholtejelktion des rAAV im Hinblick auf
unterschiedliche Zeitpunkte fir die Erstapplikatiom Hintergrund desMocsl-
KnockoutModells untersucht.Mocstdefiziente Mause erhielten zu verschiedenen
Zeitpunkten eine Injektion mit AAAMOCS1 Der Erfolg der Injektion konnte so durch
die Uberlebensdauer der Mause kontrolliert werdrém.die zweite Applikation wurde
der rAAV-Vektor mit dem gleichen Serotyp 1/2 undndeReportergenEGFP
verwendet. So konnte die erfolgreiche Transduktitms Gewebes und die daraus
resultierende Expression des eingebrachten Trassgeittels Fluoreszenz nach
wiederholten Injektionen nachgewiesen werden.

Im ersten Experiment erfolgte die Konfrontation mé&m viralen Vektor im adulten
Entwicklungsstadium der Tiere. Mit cPMP vorbehateldllocstdefiziente Mause
erhielten dazu am d40 eine intravendse Injektioit 4x 10 tu AAV-MOCS1
Kontrollexperimente bestatigten die erfolgreicheti&pplikation. Die Reapplikation des
rAAV-Vektors erfolgte drei Monate spater. Dazu wemdden Tieren 4 x £au AAV-
EGFP intravents injiziert. Nach der zweiten rAAV-Injg war keine EGFP-
Expression in der Leber zu beobachten, wenn die &msnfrontation mit dem viralen
Vektor im adulten Stadium (d 40) stattfand.

Studien am Mausmodell der Hamophilie B zeigtensdaaV-behandelte Tiere nach
Injektionenin uterooder im neonatalem Entwicklungsalter keine nAKegedas AAV-
Capsid ausbildeten [144]. Sabatiebal. (2007) demonstrierten aul3erdem, dass es
durch die Injektionen in einem frihen Entwicklungssum madglich war, eine Toleranz
gegeniber dem humanen Faktor IX und eine langfedtierapeutische Expression des
Transgens in immunkompetenten Mausen zu etabliénerf-all des in dieser Arbeit
verwendeten Tiermodells, ist das transgene ProdakiMOCSZIExpressionskassette
intrazellular lokalisiert und nicht zugéanglich féntikbrper. Dementsprechend wurde
im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob ein Zeitlemsn der Mausentwicklung
existiert, in der eine Toleranz gegenlber denemraapsid induziert werden kann und
somit eine Reapplikation moglich wird. Fur die Betllang MoCo-defizienter
Patienten kommt dien uteroInjektion nur dann in Frage, wenn in der Familexdits

Krankheitsfalle bekannt geworden sind. Die Mehrzaindl jedoch kurz nach der Geburt
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klinisch auffallig [28], so dass fur die Behandludgr MoCo-Defizienz nur eine
Injektion im frihen Kindesalter in Frage kommt.

Deshalb untersuchten wir die Reapplikationsmoégkiiek nach einer ersten
Konfrontation mit dem viralem Vektor im neonataléchl) und juvenilem (d 10 und
d 20) Entwicklungsstadium der Mausédocstdefiziente Ma&ause erhielten eine
intrahepatische Injektion mit 1 x 1 AAV-MOCS1 entsprechend der Gruppen am
d 1, d 10 oder d 20. Zwei Monate nach der erstggktion wurde den Mausen AAV
EGFP intravends injiziert. Bei den Tieren, die am dur@ d 20 die erste Injektion mit
rAAV erhielten, konnte nach der AAZGFP-Injektion keineEGFP-Expression in der
Leber nachgewiesen werden. Wéhrend bei den Magseram d 1 erstmals mit dem
viralen Vektor konfrontiert wurden, eine starke Eegsion des Fluoreszenzmarkers
nach der AAVEGFP-Injektion dokumentiert werden konnte.

Eine erfolgreiche Transduktion und Expression degebrachten Transgens nach einer
Reapplikation war also méglich, wenn die erste Komtfation mit dem viralen Vektor
im neonatalem Entwicklungsstadium (d 1) stattfaih die Produkte der hier
verwendeten MOCS®t und EGFP-Expressionskassetten keine Kreuzreaktionen
untereinander in der Immunantwort auslosen, koruméersucht werden, ob die
neonatalen Injektionen eine Immuntoleranz gegenileen AAV-Capsid induzieren.
Aus diesem Grund bekamen zwei Tiere, zusatzlicldeuintrahepatischen Injektion
von AAV-MOCSl1lam d 1, eine weitere intrahepatische AMOGCSZtInjektion am

d 10 mit der gleichen Menge an Viruspartikeln (1% tu). Im Gegensatz zur einer
einzelnen AAVMOCSZInjektion am d 1, fuhrte eine zweimalige Behandlumit
AAV-MOCSlam d1 und am d 10 zu keiner EGFP-Expression m ldsberzellen
MocsZtdefizienter Mause nach der zwei Monate spaterggo Injektion von AAV-
EGFP.

Obwohl zur der Rolle der zytotoxischen T-Zell-Anttven M&usen noch Fragen offen
sind, kann davon ausgegangen werden, dass nachwegen Injektion des viralen
Vektors im juvenilem Alter der Mause Capsid-spezifie CD8-Gedachtniszellen
expandierten und das eventuell zur Lyse der tramedan Hepatozyten gefiihrt hat
[138]. Eine Injektion in einem frihen Entwicklungsdium erlaubt zwar eine
erfolgreiche zweite Applikation, aber induziert hei Toleranz des Immunsystems

gegenuber den rekombinanten Viruspartikeln. Sabatiral. (2007) zeigten, dass nach
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einer in utero-Injektion keine nAK gegen den rAA¥fgnden konnten. Jedoch fihrte
eine Readministration nach der Geburt zur Bildumiy AAV-AK [144].

Wie zu sehen war, ist der Zeitpunkt der viralen tdelddministration ein
entscheidender Faktor in der nAK-Bildung. Die Greppn Petryet al. (2008) zeigten,
dass die Menge an nAK proportional zur verabreithMienge an Viruspartikel und die
Effizienz der Readministration auch vom Titer d&Knabhangig ist, die fur die erste
Applikation verwendet wurde [123]. Weitergehendep&mmente konnten kléaren, ob
die Kombination einer frihen ersten Injektion uner dh dieser Arbeit bestimmten
minimalen AAV-Menge fur die Behandlung der murinbtoCo-Defizienz zu einer
erfolgreicheren AAV-Reapplikation fuhrDa im Fall der MoCo-Defizienz nicht, wie
im Fall der Hamophilie, das eingebrachte Transgemunreaktionen auslést, muss nur
eine Reaktion auf das rAAV-Capsid verhindert werdBeshalb sollte untersucht
werden, ob die Verwendung von Immunsuppresiva withder AAV-Behandlung die
Bildung von Capsid-spezifischen CD8+-Gedachtnisrelterhindern kann und weitere
Reapplikation zulassen wirde. Mingoztial. (2007) beschrieben die Modulation der
Immunantwort durch Verwendung von Mycophenolat-Migfe Sirolismus und

Daclizumab, wobei jedoch weitere Experimente nothgsind [138].

4.3.3.5. AAV-Integration

Bei den Versuchen mit den rekombinanten Virusveipidie dieMOCSZ oder die
EGFP-Expressionskassette trugen, war ein signifikantestidg maligner Ereignisse in
den Mausen festzustellen: In 16 % der im RahmesediArbeit mit rAAV behandelten
Mause traten Leber-, Haut-, Darm und Nierentumafe a

Die Untersuchung der genomischen DNA mittels SaoutlBot-Analysen einer
Auswahl der erkrankten Tiere zeigte, dass entwadergeringe Mengen an episomal
vorliegender Vektor-DNA vorhanden waren, die niotehr detektiert werden konnten,
oder aber keine episomale Vektor-DNA mehr in debdteellen vorhanden war. Die
Ergebnisse eineRandomly PrimedPCR, bei der die DNA von zwei AAYAOCS1
behandelten Tieren mit Tumoren in der Leber eingdée untersucht wurde, zeigten,
dass die Vektor-DNA in einem Tier ins Genom integriwar und in dem anderen

episomal vorlag. Das deutet einerseits darauf t@ss episomale Vektor-DNA Uber
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470d stabil im Lebergewebe vorliegen konnte. Aedmmits kam es auch zur
Integration der Vektor-DNA ins Genom, was, je naadegrationsort, zur Entwicklung
von Tumoren fuhrte.

Untersuchungen von Nakast al. (2001) in Mauselebern zeigten, dask0 % des
rAAV-Genoms in das Chromatin tranduzierter Hepateayintegriert. Aber sie zeigten
auch, dass die Hauptquelle der rAAV-vermitteltenpiession episomal vorliegende
Formen sind [125]. Southern Blot-Analysen der epialen Konformation des rAAV-
Vektorgenoms demonstrierten, dass die monomereargneAAV-DNA nach der
Transduktion der Zielzelle in eine zirkulare Forrmgewandelt wird. Die zirkulare
Form wird dann langsam in grofRe Konkatemere Ubetbl@mgewandelt [145-148].
Die Untersuchungen von Duat al. (1998) lieRen darauf schliel3en, dass bis zu einem
Zeitpunkt von 80d nach der Transduktion der Zeles Grofl3e der episomalen
Konkatemere des rAAV-Genoms zunimmt [145]. Andetedin belegten aber auch,
dass das episomal vorliegende Vektorgenom durchedi@hgen mit der Zeit verloren
geht und integrierte Formen durch Zellteilungenmert werden [149]. Die Southern
Blot-Analysen des Lebergewebes der im Rahmen diAseeit rAAV behandelten
Mause bestétigten die Untersuchungen, dass naeh gawissen Zeit die episomalen
Formen nicht mehr detektierbar sidd. vitro Studien zeigten, dass rAAVs mit einer
Frequenz von einer Integration pro’ifis 1¢ VP ins Genom integrieren [150-151].
Weitere Studien detektierten 0.06 und 0.2 intetgi®fektorgenome pro Zelle, in dem
die Lebern rAAV-behandelter Mause durch eine pietidepatektomie zum Wachstum
angeregt wurden, um so die Anzahl integrierter Formvon episomalen zu
unterscheiden, [125]. In zwei der AAMOCS1behandelten Tiere wurden 0.5 bis 1.0
Kopien pro Genom detektiert. PCR-Analysen solltégrdn, ob sie episomalen oder
integrativen Ursprung waren.

Allgemein ist die Integrationseffizienz der rAAVsitn®.5-1 % der transduzierenden
Vektorpartikel relativ gering [152]. Vorhergehen&udien deuteten aber daraufhin,
dass rAAV vorzugsweise in aktive Gene integrieréb3f154], was, wie in dieser
Arbeit beschrieben, zu malignen Ereignissen fulikam. Wie bereits von Milleet al.
(2002) beschrieben [155], war die Integration de&\W-Genoms in das Wirtschromatin

in einer der untersuchtenMocstdefizienten Mause mit chromosomalen
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Rearrangements verbunden. Der Ursprungsintegratiok®nnte aus diesem Grund
nicht mehr festgestellt werden.

Die PCR-Analyse der zweiten untersuchtelocstdefizienten Maus ergab keinen
Hinweis auf eine Integration des rAAVs, obwohl ineren Leber maligne
Veranderungen festgestellt wurden. Jedoch bershtBonsantet al. (2007), die das
gehaufte Auftreten von Hepatozellularen Karzinomaaoh der Injektion von rAAVs im
Mausmodell der lysomalen Speicherkrankheit Mukopatgharidose Typ VI
untersuchten, dass zu einem geringen Prozentseltzimunbehandelten Wildtyptieren
Tumore in der Leber beobachtet wurden [156]. Diesteéung des Leberzellkarzinoms
muss also nicht zwangslaufig durch ein Integragosignis ausgeldst wurden sein. Ein
Beispiel, dass die Integration von rAAVs ein sed®n Ereignis ist, sind
Langzeituntersuchungen an rAAV-behandelten Hamagphkikrankten Hunden, bei
denen nach 8 Jahren keine Integrationsereignissigefgellt werden konnten. Die
Vektorsequenzen lagen nach dieser Zeit episomallimis 0.3 Kopien pro Genom vor
[134], was ungefahr dem Wert entspricht, der bai 8&V-MOCS1behandelten Mause
gemessen wurde.

Die grof3e Mehrheit der rAAV-Transduktionen manikgtsich in der Ausbildung von
episomalen Konkatemeren des Vektorgenoms. Abeldendung von rAAV kann
durch Integrationsereignisse zu unerwiunschten Nebleemgen fuhren. Wenn die
zufallige Integration nicht verhindert werden kanmjssen die Situationen unter denen
man rAAV verabreicht, genau beobachtet werden [157]

Aufgrund des Risikos der zufalligen Integration d8#\V-Genoms und der dadurch
eventuell verursachten malignen Ereignissen, sofiie die gentherapeutische
Anwendung die Mdglichkeit einex vivoTherapie in Betracht gezogen werden [126].
Durch eineex vivaSelektion konnten Zellen mit einer zufélligen bptation aussortiert

werden und so maligne Ereignisse verhindert werden.

4.4. Leberzelltransplantation

Der ex vivoGentransfer in Hepatozyten kénnte verschiedeneecken im Kontext der

Gentherapie oder Zelltransplantation dienen: esstémnten isolierte Hepatozyten in
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Zellkultur mit den entsprechenden Transgenen traied werden und anschlie3end in
den Rezipienten retransplantiert werden. Zweitedsnien Markergene eingebracht
werden, die die ldentifikation der transplantiertgellen und deren Nachkommen
ermoglichen. Drittens konnten Gentransfer-Technikear Immortalisation und
Expansion der Hepatozyten in Zellkultur genutzt deer. Viertens konnte die
AbstoBung von allogenen Transplantaten durch dienbrifigung von
immunregulierenden Genen in Hepatozyten verhinggtden [158].Im Fall der
MoCo-Defizienz sind mehrere Behandlungsmdglichkedenkbar. Einerseits kénnten
vom Patient selbst Zellen entnommen werden. Nachereientsprechenden
gentherapeutischen Behandlung kénnte das autolegeel® wieder in den Patienten
eingebracht werden. Anderseits ware eine allogeramsplantation denkbar, bei der
z.B. Hepatozyten eines gesunden Spenders dem teategopliziert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb die Moglighéter Transplantation gesunder
Embryonaler Hepatozyten (EH) in die Lebdocstdefizienter Mause untersucht. Die
Hepatozyten wurden aus Embryonen mit dem gleicharetischen Hintergrund wie
dem desMocstKnockoutModells isoliert, in diesem Fall von C57B/6N-Vegpangen,
um AbstolRungsreaktionen gegeniber den eingebradeien zu vermeiden. In den
vergangenen Jahren wurden verschiedene Wege flirbeingung der Hepatozyten in
die Leber beschrieben. Die Methoden reichen vonldfesion in die Portalvene, der
Injektion ins Parenchym der Milz, in die Nierenkahsin die Bauchhohle oder in
subkutanes Gewebe [159-161]. Ektope Einbringunlisstewie die Injektion in
subkutanes Gewebe, zeigten keine groRRe Effiziemgidtitlich der Uberlebensfahigkeit
der eingebrachten Zellen, da sie an diesen Ortenemgeschrankten Zugang zu
wichtigen Nahrstoffen haben [160]. Die Infusionem die Portalvene fiuhrten zu
Nebenwirkungen wie Bluthochdruck oder Embolienémd.ungen zur Folge [162]. Die
besten Resultate fur das Anwachsen der eingebracteéien wurden in der Milz
beobachtet, wo sie durch den Blutfluss in die Sides der Leber gespult werden. Bei
dieser Methode verbleiben jedoch viele Zellen inM#z, so dass eine grofRe Anzahl an
Hepatozyten verabreicht werden muss [163]. Im Hall autologen Transplantation
konnen solche Mengen aber oft nicht bereitgesteitlen [164].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die direkte intratisphe Injektion fur die

Hepatozytentransplantation ausgewahlt. Zum einemgtezediese vergleichsweise
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einfache Methode in der Hepatozytentransplantatengleichbare Ergebnisse, wie die
Injektion in die Milz [165]. Anderseits flhrt dientrahepatische Injektion zu keinen
postoperativen Verwachsungen, wie sie in der Mdobachtet wurde. Zwar fuhren sie
selten zu negativen Effekten, machen jedoch oftereiBehandlungen schwierig [166].
So wurden die aus Embryonen isolierten HepatozyeonatalenMocsZtdefizienten
Mausen postnatal am d 3 intrahepatisch injiziertn Whdgliche Nebeneffekte der
Behandlung ausschlielen zu kénnen, bekamen audie dietero- und homozygot
gesunde Geschwister eine Injektion mit EHs. Thésmetkénnte man die Behandlung
auch schon in den ersten beiden Tagen nach derriGalmehfihren. Jedoch musste
man dann alle Nachkommen eines Wurfes behandelm den ersten Tagen nach der
Geburt die Mocstdefizienten Mause von ihren hetero- oder homozygesunden
Geschwistern nicht zu unterscheiden sind. Die Ahaalembryonalen Hepatozyten war
jedoch begrenzt und so wurde das Ergebnis der @asimrung abgewartet, welches
frihestens am d 3 postnatal feststand.

Die Lebensdauer der mit EHs behandeMotstdefizienten Mause war im Vergleich
zu unbehandeltenMocs1/- Mausen nicht erhoht. Die behandelten gesunden
Geschwister wiesen keinerlei Verdnderungen aufemgichten das adulte Alter (Uber
40 d).

Vorangegangene Experimente zeigten, dass die teamtigpten Hepatozyten einen
selektiven Vorteil brauchen, um in der Empfangegteproliferieren zu kénnen [99].
Aus diesem Grund wurde in einem weiteren Versudkrancht, ob die Vorschadigung
der Leber durch das Pyrrolizidin-Alkaloid Retrorstam Erfolg der Transplantation
fuhren kann. Diese Substanz ist ein in Pflanzekkaromender Wirkstoff, der selektiv
von der Leber aufgenommen und durch bioaktive Kamepten metabolisiert wird, die
auch Proteine und DNA alkylieren [167]. Die entstetben Abbauprodukte blockieren
die Zellteilung der endogenen Hepatozyten und sgbkaddie zellulare DNA, wobei
zunachst die Funktion der Hepatozyten erhalterbbl@bwohl Pyrrolizidin-Alkaloide
schnell metabolisiert werden, halt ihre Wirkung alie Hepatozytenproliferation
mehrere Wochen an [100]. Die Wirksamkeit des Rsingr wurde mittels
intraperitonealer Injektionen mit unterschiedlichikonzentrationen von Retrorsin in
Wildtypmausen im neonatalem Entwicklungsalter wseht. Die Dosis von 0.03 mg

Retrorsin pro g KG erwies sich als geeignet, diteiking der endogenen Hepatozyten
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zu blockieren, was sich im Absterben der im nedeataAlter behandelten Mause um
26 d aulierte.

Zur Kontrolle der Retrorsinwirkung in adulten Tierevurden histologische Schnitte
vom Lebergewebe adulter Wildtypmause angefertigned ebenfalls 0.03 mg Retrorsin
pro g KG intraperitoneal appliziert wurde. Die Resinbehandlung fuhrte in einer
Maus zum Absterben der Hepatozyten. In zwei Tidiigmte die Behandlung zur
VergroRerung des zytoplasmatischen Raums der Hapatg was ein Anzeichen flur
Funktionsstérungen der Zellen ist [101].

In einer weiteren Versuchsreihe erfolgte die EHAS@antation in die Leber Retrorsin-
vorbehandelter adulter Maugdocstdefiziente Mause wurden bis zum Erreichen des
adulten Alters (d 40) mit cPMP-Injektionen behahd&m d 19 postnatal wurden die
Mause mit 0.03 mg/g KG Retrorsin vorbehandelt. Bi@trollgruppe von Mausen
erhielt keine Retrorsinvorbehandlung, um die Notvgkeit dieser zu Uberpriufen. Am
d 40 wurden den M&ausen EHs entweder intrahepatsen intravenos injiziert. Die
cPMP-Injektionen wurden 7 d weitergefuhrt, um deamsplantierten Zellen Zeit zur
Proliferation zugeben.

Unbehandeltéocs1/- Tiere, die keine EHs injiziert bekamen, starimarDurchschnitt
11 d nach dem Absetzen der cPMP-Gabe am d 40. Bi®min-behandelteMocst
defizienten Mause starben nach der intrahepatischgektion der EH nach
durchschnittlich 14.5d und die intravents behaedelTiere dieser Gruppe nach
durchschnittlich 10.3 d. Durch die EH-Transplamati konnte keine signifikante
Erhéhung der Lebensdauer déiocstdefizienten Mause erreicht werden. Die EH-
behandelten Mause zeigten die gleichen phanotygimséherkmale wie unbehandelte
Mocstdefiziente Mause. Der Misserfolg der EH-Behandluisy wohl auf die
ineffektive Retrorsinvorbehandlung zurickzufihretg MocsHt/+ Tiere, die zum
gleichen Zeitpunkt mit Retrorsin behandelt wurdeime Lebensdauer von Uber 600 d
erreichten. Die intravenfse Verabreichung der EHtstsich als ungeeignet dar, da ein
Tier einen Tag nach der intravendsen Injektion teeibs Die Obduktion des Tieres
zeigte, dass die Durchblutung der rechten Herzgeistort war, was auf eine Embolie
in den Herzgefallen hinweist. Vermutlich haben dah injizierten Zellen in den
HerzgefalRen festgesetzt und Verstopfungen verursaid dort zum Ausfall der

Blutversorgung von einem Teilbereich des Herzehstdil
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass eimahepatische Injektion embryonaler
Hepatozyten zu keiner Ansiedlung der Zellen in deber fihrt. Auch die
Vorschadigung der endogenen Hepatozyten, die eakktiven Wachstumsvorteil far
die eingebrachten Hepatozyten bewirken sollte,teéigine Wirkungen. Das Retrorsin
kann zwar die Repopulationsrate der Zellen erh6baber nur im Zusammenhang mit
anderen wachstumsférdernden MalRnahmen [100].

Zur Stimulierung der Leberzellproliferation wurdeeben Retrorsin auch Techniken
wie radioaktive Bestrahlung oder partielle Hepaigken in Nager-Tiermodellen
verwendet [168-169]. Jedoch sind diese Modelletracti den menschlichen Patienten
Ubertragbar, da diese Methoden mit unkalkulierbaklemschen Risiken verbunden
waren [161]. Bis heute existiert noch kein sicher&ystem fur die
Hepatozytentransplantation im menschlichen Orgamssmus diesem Grund ist es
wichtig andere Tiermodelle, wie nichtmenschlicherfaten, in Betracht zu ziehewp
die Ubertragung der Ergebnisse auf den Menschdaatier ist. Webeet al. (2009)
stellten eine Studie an Rhesusaffen vor, in deregie reversible Teilresektion des
portalen Lebervenensystems durch Embolisation eittest, was die Proliferation der
eingebrachten Hepatozyten anregte. Eine solcheddetivare auch auf den Menschen
Ubertragbar [58].

4.5. Molekulare Charakterisierung der Molybdan-Cofaktor-
Defizienz Typ B

4.5.1DasMOCS2Gen

Der zweite Teil der Arbeit beschaftigte sich mit dolybdéan-Cofaktor-Defizienz Typ

B, die durch Mutationen iltMOCS2Gen verursacht wird. Im Gegensatz zur Situation
in E. coli, A. thaliana und C. elegans wo zwei separate Gene auf verschiedenen
Chromosomen fur die Untereinheiten der MPT-SyntHassieren [170-171], werden
die Proteine MOCS2A und MOCS2B im Menschen von zwerschiedenen
Leserastern innerhalb d&édOCS2Gens kodiert. Die gleiche Situation wurde fur die
humanen Proteine MOCS1A und MOCSI1B beschrieben, [@&lche von zwei
aufeinander folgenden ORFs innerhalb ME&3CS1Gens kodiert werden. lhre parallele

Expression wurde durch alternative Splei3prozeskéire [39, 118]. Im Fall von
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MOCS2A und MOCSZ2B zeigten Stallmeyeadral. (1999), dass beide Proteine von einer
einzelnen mRNA kodiert werden, deren ORFs sich autlchromosomaler Ebene auf
einer Lange von 77 bp Uberlappen [29]. Bisher WarTaanskript nur die Spleil3form |
bekannt, welche den Startpunkt fir das MOCS2A-Rrate Exon 1a enthalt und von
Reisset al. (1999) beschrieben wurde [29]. Die komplette Segiszung des humanen
Genoms deckte ein mdgliches neues Exon 1b aufdigaBroduktion eines alternativen
Transkripts zur Folge hatte (Splei3form 1ll, GenBaNM004531.3) [66] (siehe Kapitel
3.2.1., Abb. 3.31.a). Dieses neue Transkript umgtdg MOCS2A-Startcodon in
Exon 1a und nutzt als Translationsstartpunkt dasCi82B-Startcodon in Exon 3.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Spleil3form Ilpexmentell nachgewiesen und
damit die Existenz eines alternativen SpleiBmedmansses im 5 Bereich des
humanenMOCS2Gens. In der humanen cDNA konnten die zwei Spieiién des
MOCS2Gens parallel amplifiziert werden. Splei3form | fasst Exon 1a und Exon 2
bis 7. In Exon la befindet sich der Translationgstenkt fir MOCS2A. Der ORF endet
in Exon 3. Spleil3form Il beginnt mit Exon 1b undtkeélt ebenfalls Exon 2 bis 7.
Dieses Transkript kodiert fir MOCS2B und der Tratishsstartpunkt liegt in Exon 3,
77 bp vor dem Stopcodon von MOCS2A. Exon la undnBdo schlie3en sich
gegenseitig aus.

In vitro Translations- und Mutagenesestudien demonstriedass jeder vomMOCS2
kodierter ORF unabhangig voneinander translatiend,wwas zur Synthese von
MOCS2A und MOCS2B fuhrt [62]. Diese Experimente gten auch, dass die
Translation des 3' gelegenen ORFs der bicistroeisahRNA vermutlich das Resultat
von leaky scanningst [172]. Entsprechend dieses Models bindet @i& 4ibosomale
Untereinheit an das 5 Cap-Ende der mRNA und swelth dem ersten Startcodon.
Wenn das erste Startcodon in einen nichtfavoremeiontext liegt, wird es durch
einige 40 S Untereinheiten umgangen. Diese suclaem dveiter abwarts nach den
nachsten Startcodon in einem geeigneteren KontextEukaryoten ist dadeaky
scanning von bicistronischen mRNAs sehr selten und wird atfgemeinen dazu
verwendet, kurze nichtlberlappende 5’ORF zu umgelem dem Haupt-ORF zu
erreichen [173]. Da das MOCS2A-Startcodon abeingra favorisierten Kontext liegt,
blieb der Grund, warum die Ribosomen die Initiasstelle umgehen, unklar.
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Der experimentelle Nachweis der Spleil3form Il irahfRien dieser Arbeit zeigte, dass
MOCS2B nicht, wie in Stallmeyeet al. (1999) vermutet, durchHeaky scanning
translatiert wird, sondern durch ein alternativeangkript kodiert wird [62, 172]. In
diesem Fall umgeht das neue Transkript das MOCS2&e®don und bietet das
MOCS2B-Startcodon als Ziel fir die Scanmechanisihen Translationsinitiation an,
wie sie von Kozak (2002) beschrieben wurden [174].

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Mutatammalysen eines verstorbenen
MoCo-defizienten Patienten zeigten eine neue 2Bé&lption im Exon la deSIOCS2
Gens, die den Translationsstartpunkt des MOCS2Ae®einschliel3t.

Die Expression des MOCS2B-Proteins war durch digafan nicht betroffen. RT-
PCR-Analysen der beideMOCS2Spleil3formen zeigten, dass beide Transkripte
detektiert werden konnten, jedoch die Spleil3fornverkirzt vorlag. Der
immunologische Nachweis dBtOCS2Expression in der Leber zeigte, dass MOCS2A
im Leberzellextrakt des Patienten nicht detektdrden konnte. Das ist darauf
zurtckzufiihren, dass der Translationsstartpunkt MEIDCS2A im Patienten fehlt.
Weiterhin war zu sehen, dass der Zellextrakt desefan nur geringe Mengen
MOCSZ2B im Vergleich zur gesunden Kontrolle aufwias lies darauf schlie3en, dass
in der Abwesenheit von MOCS2A, das Protein MOCS#2E &lirzere Halbwertszeit
hatte und schneller degradiert wurde. Die Instttililes MOCS2B-Proteins lasst eine
Mikrokompartimentierung als mdgliche Erklarung filie ungewdhnliche Struktur des
MOCS2Gens vermuten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden auch die genomisttnektur des murineiMocs2
Gens und deren Transkripte untersucht. Stallmeyeal. (1999) identifizierten durch
Datenbankanalysen die zur humanen MPT-SynthaselbgermoProteine MOCS2A und
MOCSZ2B in der Maus [62]. Das murimfdocs2Gen befindet sich auf Chromosom 13
und umfasst 7 Exons (GenelD: 17434ip://www.ncbi.nlm.nih.gov /sites/entrez

Mouse Genome Sequencing ConsorfiuBomputeranalysen sagten drei verschiedene
Transkripte des Gens voraus: Spleil3form | (NM 0B38Rbeinhaltet alle 7 Exons und
den Translationsstartpunkt von MOCS2A im Exon 1s Oaanslationsende befindet
sich im Exon 3. Durch alternatives Spleil3en entsEgtei3form 11 (NM 001113334.1),
bei der Exon 2 fehlt. Dieses Transkript kodiert fMfOCS2B, wobei sich der

Translationsstartpunkt im Exon 3 und das Transiagade im Exon 7 befinden. Die
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dritte vorhergesagte Spleil3form Il (NM 00111337%5stellt eine Abwandlung der
Spleilform Il dar, die eine verkirzte Version deso5 beinhaltet (siehe Kapitel
3.2.2., Abb. 3.36.). Im Rahmen dieser Arbeit konnteur SpleiRform | und Il

nachgewiesen werden.

Wie in Abb. 4.5. zu sehen ist, sind die Aminosaegeenzen des MOCS2A und
MOCS2B-Proteins zwischen der Maus und dem Menshbehkonserviert.

a) MOCS2ZA b) MOCS2B

H.z. 1 mvplegvevlyfaksasitgwrestiavpg 1l mesleigssacisletklpl epplvadeatfs

H.=.
M.m. 1 mvprogidvlyfaksa=iagvrestisvpg M.m. 1 meeleisnacispenrlpsargavedrass
E.n. 1 mvprogievlyfaksasiagwrestiavpg E.m 1l mesleinnascisletklpsshgavedeass

H.z. 21 eikalglwkeistrhpgladwrngiifawvr H. 3l pg----------- rkdmdeveekskdwing

3.
M.m. 21 eikaselwkelazlhpgladvrnguifave M.m. 31l peg----------- kdvddwvgekpkdiigf
E.n. 21 eikasglwieletlhpgladwrngwifawvr E.m 31 pegyeakdppgdtlkdwddwvlekpkdiigf

H.z3. &1 geyvelgdgllvlgpgdeiavippisgg H.=. &7 tasklavdewvaglvisplogai=livgttr
M.m. =1 gevvelgdgglllgpgdevaiippisgg M.m. &0 tasklasvgevaglwraplogavalivgttr
E.n. &1 geyvelgdgglllgpgdevaiippisgg E.m. &1 takklavgewvaglwvwaplogavalivgttr
H.=. 87 nnfegkkvieleyeaylpmasn=vrkicad
M.m. B0 nnfegkkvisleyeayvpmasneirkicnd
E.m. 91 mnfegkkvieleyeaylpmasn=irkicnd
H.=z. 117 irgkwpvkhiawfhrlglvpvesasiiiawv
M.m. 118 irgkwpvrhiawfhrlglvpvesastwiav
E.m. 121 irgkwpvrhiawfhrlglvpvesastwiav

H.=. 147 asahraasleawvsyaidtllkalwpiwkkei

. 140 zesahraasleawveyaidelkalkwpiwkkei
. 15l =esahraasleawveyaidelkalkvpiwkkei

B a

H.=. 170 yess-atwlkonlksciwasns

. 170 yesstasswkrnlkecfwaagd
. 181 yesstsswkrnlkescfwaadd

T
I
Abb. 4.5.; Vergleich der MOCS2A- und MOCS2B-Aminasssequenzen vafomo sapiengH.s., NP789776.1,
NP004522.1), Mus musculus (M.s.,, NP038854.2, NP001106845.1) uridattus norwegicus (R.n.,
NP001155885.1, NP001007634.1). Grau unterlegte dsaimen sind konserviert. Queligtp://mww.nchi.nim.
nih.gov/sites/entrez

Der Unterschied zwischen diesen beiden Spezies ireglen SpleiRprozessen im
5'Bereich der mRNAs. In S&augetieren wurde einel3groTendenz beobachtet,
Funktionen der MoCo-Biosynthese zusammen zu fassem, Bakterien, Pflanzen und
Fischen von zwei getrennten Genen kodiert werd@0-[I71]. Die Zusammenfihrung
der Gene, die fir die MPT-Synthase kodieren, isteite im Schnabeltier
(Orithorhynchus anatingszu finden. In der Maus, der Ratte und dem Rindmcht

Exon 1 dem humanen Exon la, wobei durch Heraussledes Exons 2 die fir
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MOCS2B kodierende mRNA entsteht. Im Schimpansen,ptiglogenetisch von den
hier untersuchten Organismen dem Menschen am méctsteht, findet man das
zusatzliche Exon 1b (Ubersicht siehe Tabelle 4.1.).

Organismus MOCS2A MOCS2B Quelle
Alternatives Homo sapiens NCBI
Exon la-7 Exon 1b-7
Exon 1b Pan troglodytes NCBI
Alternatives Mus musculus NCBI
_ _ Exon 1a-7 ohne
Transkript Rattus norwegicus Exon la-7 NCBI
Exon 2
ohne Exon 2 Bos taurus NCBI
_ _ Mitte Exon 1a bis 7
Orithorhynchus Exon 1a bis
_ aber Exon 4-7 NCBI
anatinus Exon 3 _
Translation

Tabelle 4.1.: phylogenetische Ubersicht tiber 5eBarder vom MOCS2-kodierten mRNAs.

Mit Hilfe des Sci Ed Central-Programms wurde eitylpgenetischer Stammbaum des
MOCS2Gens erstellt. Dabei wurde die gesamte genomiSdcenz des Gens zu
Grunde gelegt (Quellettp://www.ncbi.nim.nih.gov/ sites/entie¢siehe Abb. 4.6.).

—: Homo sapiens

Pan troglodytes

Macaca mulatta

Bos taurus

[ Mus musculus

Rattus norvegicus
Ornithorhynchus anatinus

Abb. 4.6.: Phylogenetischer StammbaumMEXCS2Gens, basierend auf Sequenzvergleichen der gesimnis
Sequenzen voRan troglodytefNC_006472.2)Macaca mulattaNC_007863.1)Bos taurusNC_007318.3),
Mus musculugNC_000079.5)Rattus norwegicuNC_005101.2)Qrithorhynchus anatinu@NC_009094.1) mit
dem humaneMOCS2Gen (NC_000005.9) als Referenz (Quedign://www.ncbi.nim.nih.gov/sites/entie Zur
Erstellung der phylogenetischen Baumstrukturen evutdr Sequenzvergleich des Sci Ed Central-Programms
genutzt, welches dexeighbor-JoiningAlgorithmus [175] zur Berechnung verwendet.

Der Stammbaum zeigt, dass die Ubereinstimmungef‘ iBereich desMOCS2Gens
die phylogenetische Nahe der untersuchten Organisviedlerspiegelt.
Die ungewdhnliche Genstruktur, wie sie vor allemManschen und im Schimpansen

gefunden wurde, kdnnte sich aus der Tatsache erkldass eine komplette Fusion der
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Proteine das funktionelle Eingreifen des C-termenaEndes der Proteine verhindern
wirde [32]. Das C-terminale Ende des MOCS2A-Prgteist allen Organismen
hochkonserviert [6]. Es beinhaltet ein terminaleppkltes Glycin-Motiv, welches fir
die Bindung von cPMP verantwortlich ist. Der C-T@ras von MOCS2B ist zwar nicht
so hoch konserviert, wie der des MOCS2A-Proteingtatlonsanalysen zeigten jedoch,
dass er wichtig fir die Proteinstabilitat ist [3Ber Vorteil der humaneMOCS2
Genstruktur liegt vielleicht in der garantierten Hdéader Interaktionspartner, da das
Expressionslevel der MOCS2A- und MOCS2B-Proteinar sgering ist [62]. Die
Notwendigkeit der konzentrierten Expression der izwatereinheiten konnte in
Hinblick auf die Behandlung der MoCo-Defizienz B dplikationen hervorrufen. Aus
diesem Grund wurde di@ vivo Genreparatur als Behandlung fur die Patienteredies

Gruppe in Betracht gezogen.

4.5.2Mocs2Knockout-Modell

Zur Untersuchung des zweiten Schritts der MoCo-Bitsese und zur Etablierung
einer in vivo- Genreparatur mittels kurzer einzelstrangiger @ligkleotide sollte ein
KnockoutModell des murineMocs2Gens etabliert werden. Dafur wird ein Tiermodell
bendtigt, bei dem, nicht wie iftMlocstKnockoutModell ein komplettes Exon durch
homologe Rekombination mit einem Disruptionsvektietetiert wurde, sondern bei
dem die MoCo-Biosynthese durch eine Punktmutatiderbrochen ist.

Deshalb sollte eine KnockoutMaus mit einer Missense-Mutation in einer
hochkonservierten Position im Exon 5 hergestellrder. Jedoch erwies sich die
Klonierungsstrategie fur diesen Disruptionsvektts micht durchfuhrbar, da der 3
flankierende Bereich sich in der korrekten Richtumcht klonieren liel3 bzw. instabil
war. Deshalb wurde eine neue Klonierungsstrategieefnen Disruptionsvektor mit
einer Punktmutation in der 5' Dongplice sitedes Introns 6 im murineNocs2Gen
erstellt. Da die Auswirkungen vaplice siteMutationen nur bedingt vorhersagbar sind,

wurden Disruptionsvektoren mit zwei unterschiedticiMutationen kloniert.
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pBlueKO4R3 pBlueKO4R4
WT; 5‘AAAGHt gagt 3" WT: 5'‘AAAGgEgagt 3¢
Knockout 5° AAAGIcgagt 3 Knockout 5° AAAGaIgagt 3

167+1 (GA) 167+2 ($C)

Beide Plasmide wurden fur die Herstellung rekomhiea ES-Zell-Klone verwendet,
bei denen eine homologe Rekombination zwischen Bésruptionsvektor und dem
Mocs2Gen stattgefunden hatte. Beide rekombinanten BErfen wurden fur die
Herstellung chimarer Mause verwendet. Nach dem &BIZansfer der Linie 167+1
(G—A) wurden zwei hochprozentige chimare Mause gehatenaber im Zuge einer
Hepatitis-Infektion verstarben. Somit konnten riewunderTiere mit der Mutation
167+2 (F-C) verpaart und Mause, die homozygot fur das reloane Allel waren,
erzeugt werden.

Die Einbringung der Punktmutationen in die 5' Dosplice sitedes Introns 6 des
Mocs2Gens sollte zur Produktion einer mRNA fihren, leir die kodierenden
Bereiche des Exons 6 fehlen. Jedoch wurde inMiges2/- Mausen, die homozygot fur
die Punktmutation 167+2 ($C) waren, die mutierte 5' Dona@plice sitedes Exons 6
in einigen Fallen doch erkannt, was die Bildung d&ddtyptranskripts fur die
Spleil3form Il desvMlocs2Gens zur Folge hatte.

Die einbrachte Punktmutation verdnderte gpéce sitedes Introns 6 von Typ GT-AG
zu Typ GC-AT. Die beiden Arten von Introns gehémm Gruppe der U2 snRNPs-
abhangigen Introns, die die Hauptgruppe aller tdrten ausmachen und durch
Spleilosomen erkannt werden, die aus U1, U2, U4,ubd U6 snRNPs bestehen
(genauere Erlauterung des Spleildmechanismus sighedA?.)
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Pri-mRNA
—— 5’ S A 355 . )
ZEOD — = #J)—{ Exon
Intron N - -
4%
LJI
¥ snRNPs
U2
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[ - - T Eon |
] 5
@ ©2

Py
Us/Ud (Us) snRNPs

AR\ :
.————-@06\?,.-~; y SpleiBosom
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mRNA l
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Abb. 4.7.: SpleiBmechanismus: Die SpleiRapparasteht ausmall nuclearRNAs (snRNAs), die mit einer
Mehrzahl an Proteinen d@nall nuclear ribonucleoproteinsnRNPS) bilden. Die snRNPs assoziieren mit der
Pra-mRNA und initieren so den SpleiBmechanismigs.Ifrons enthalten mehrere konservierte Motivelian
die snRNPs binden kénnen(5' Dorgptice site Adenosin desranch points 3* Akzeptorsplice sit¢. Das U1-
snRNP bindet an die 5' Donsplice site Das U2-snRNP bindet an das Adenosinidasch pointsnnerhalb des
Introns. Die Erkennung der Pra-mRNA fihrt zu dekrRierung weiterer Komplexe (U4/6- und U5-snRNPs),
gefolgt von Rearrangements in den BasenpaarungedemimRNA und dem Entfernen des Introns [176].
SS =gsplice siteA = Adenosin debranch points

Die Verwendung einer GC-AGplice siteanstatt einer GT-AG ist ein sehr seltenes
Ereignis, obwohl sie in vielen Organismen besclemebvurde. Shettet al. (2006)
untersuchten 21772 Gene der Maus und zeigten, idafs817 % der Falle dieser
Subtyp der U2-snRNPs zum Einsatz in den Spleiosdmemt [177]. Thanaraat al
(2001) beschrieben in einem friheren Artikel, dé@ssdie Erkennung der GC-Donor-
splice sitedie umgebenden Basenpaaren zu einem hohen Pratzedes Konsensus-
Sequenz entsprechen mussen, um die fehlerhaftenaam@ing mit der Ul-snRNA
auszugleichen. Sie ist ebenfalls Bestandteil déeiSpsomen und fir die Interaktion
mit der 5'splice siteverantwortlich. Andererseits fanden sie, dasszdieGC-Donor-
splice site korrespondierenden 3' Akzepteplice sites nur zu einem geringen
Prozentsatz der Konsensus-Sequenz entsprechen [178]

Die 5° Donorsplice sitedes Introns 6 entspricht zu 100 % der Konsensas«Se, aber
auch die 3' Akzeptosplice sitehat einen hohen Wert mit 96 %Blice Site Prediction
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Programm des Neural Network). Zwar wurde das GCHAffon nicht in jedem Fall
erkannt, was die Detektion einer mRNA ohne Exone@dist. Jedoch reichten die
durch die GC-AT Intron-Erkennung gebildeten Trainskr aus, den Phanotyp der
MoCo-Defizienz zu verhindern, was dieses Modell fileitere Untersuchungen
unzweckmaRig machte. Deshalb soll in weiterfuhrandebeiten ein neue$locs2
Knockout-Modell hergestellt werden, das eine andéuéation im kodierenden Bereich

des Gens tragt.
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5. Zusammenfassung

Die Molybdan-Cofaktor (MoCo) -Defizienz ist eine tasomal rezessiv vererbte
Krankheit. An der MoCo-Biosynthese beim Menschend sverschiedene Enzyme
beteiligt, die von den GenedOCS1 MOCS2 MOCS3und GEPH kodiert werden.
Mutationen im MoCo-Biosyntheseweg fihren zum Verlder MoCo-abhangigen
Enzyme Sulfitoxidase, Xanthindehydrogenase und i\dexidase. Der Verlust dieser
Enzymaktivitaten hat hauptsachlich schwere neueor&thaden zur Folge und die
meisten MoCo-defizienten Patienten sterben im intKiedesalter.

Der erste Teil dieser Arbeit beschéftigte sich datm MocstKnockoutModell fur die
MoCo-Defizienz Typ A mit Mutationen imMOCS1Gen, um bisher bekannte
Behandlungsmaoglichkeiten zu verbessern bzw. neeeapiemaoglichkeiten zu finden.

In den vergangen Jahren konnte eine Substitutioregtie mit zyklischem
Pyranopterinmonophosphat (cPMP), dem ersten Zwmubdukt der MoCo-
Biosynthese, etabliert werdeMocstdefiziente Mause sterben spatestens 12 d nach der
Geburt mit einer durchschnittlichen Lebensdauer ¥@&nd. Die intrahepatische cPMP-
Behandlung konnte den Phénotyp der MoCo-Defizieheldich verbessern, so dass die
behandelten M&ause ein durchschnittliches Alter 9018 d erreichten und fertil waren.
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten cPMPi®&stimmungen fuhrten zu
einer weiteren Verlangerung der Lebensdauer deraruiditen Mause auf
durchschnittlich 160 d. AuRerdem wurde die oralbéals eine neue Applikationsform
des cPMPs untersucht. Eine Alternative zur cPMPs8witionstherapie erdffnete sich
mit der Identifizierung und biochemischen Charakterung der pflanzlichen
Sulfitoxidase (PSO) au#rabidopsis thaliana deren Fahigkeit die murine MoCo-
Biosynthese zu restaurieren im Rahmen dieser Adogirsucht wurde. Zwar wurde
eine Verlangerung der Lebensdauer erreicht, jedatlen schwere Nebenwirkungen
auf, die vermutlich auf die Bildung von,8,, ein Nebenprodukt der Detoxifizierung
der PSO, zurickzufuhren ist. Sie hatte den Toddbkandelten Mause zur Folge. Auch
eine Injektion von embryonalen Hepatozyten in dabdrgewebeéMocstdefizienter

Mause konnte den Phanotyp der MoCo-Defizienz niehbessern.



160 Zusammenfassung

Des Weiteren wurde die somatische Gentherapie férBhandlung der MoCo-
Defizienz Typ A in Betracht gezogen. Einerseits deuruntersucht, inwieweit die
Verwendung von Atellocollagen als Tragermateriah v@lasmid-DNA sich auf die
Transfektionsrate im Rahmen des nichtviralen Gesfeas auswirkt. Anderseits sollten
virale Vektoren genutzt werden, um das intaM©CS1Gen in Mocsldefiziente
Mause einzubringen. Im Rahmen dieser Arbeit kondie Langzeitexpression
verschiedener Expressionskassetten nachgewiesedenyerdie mit Hilfe eines
rekombinanten Adeno-assoziierten Vektor (rAAV) debkimaren Serotyp 1/2
eingebracht wurden. Neben dem Vergleich verschiedehpplikationswege und
Injektionszeitpunkte wurde auch die notwendige BoSir die Aufhebung des
Phanotyps der MoCo-Defizienz bestimmt. AuRerdendeutie Wirkung von zwei- und
dreifachen Injektionen zu verschiedenen Zeitpunktesh der Geburt von Mausen
untersucht. Dabei wurde ein kurzes neonatales ebsiter gezeigt, in dem das
Immunsystem nicht auf den eingebrachten Vektoriesgteg Die Exposition mit dem
rAAV-Capsid innerhalb dieses Fensters erlaubtetidiesgene Expression nach einer
erneuten rAAV-Transduktion zu einem spéateren ZeikpuDreifach-Injektionen des
rAAV zeigten jedoch, dass aullerhalb dieses Zei#emnsnicht mehr als eine
Applikation des rAAVs moglich war, was gegen eingsBildung einer Immuntoleranz
gegenuber dem viralen Capsid spricht.

Der zweite Teil der Arbeit beschaftigte sich mit dolybdéan-Cofaktor-Defizienz Typ
B. Im Falle des humaneMOCS2&Gens wurde eine neue Splei3form beschrieben,
welches ein bis dahin unbeschriebenes Exon enibéitexperimentelle Nachweis der
Spleiform 1l im Rahmen dieser Arbeit zeigte, dad©CS2B nicht durchleaky
scanning translatiert wird, sondern dass durch das neu@&skrpt das MOCS2A-
Startcodon umgangen und die Translation beim MOGCS&Btcodon initiiert wird.
Studien an Patientenfibroblasten mit Mutationendiesem Abschnitt der MoCo-
Biosynthese zeigten, dass MOCS2B nur zusammen QIEESPA stabil vorliegen kann.
Weiterhin wurden die genomische Struktur des muariocs2Gens und dessen
Transkripte untersucht. Diese Analysen gaben neumvéise auf die Bildung der

Untereinheiten der Molybdopterinsynthase.
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6. abstract

Molybdenum cofactor (MoCo) deficiency is an autosbmecessive inherited disease.
The biosynthetic pathway leading to MoCo requiregesal enzymes encoded by the
genesMOCS1, MOCS2, MOCSand GEPH Mutations in any of these genes abolish
formation of active MoCo, leading to the pleiotrodbss of all MoCo dependent
enzymes such as sulfite oxidase, xanthine dehydesgeas well as aldehyde oxidase.
Affected patients display a progressive neuronatatge, which leads in most cases to
death before adolescence.

The first part of this thesis was engaged with aimeumodefor MoCo deficiency type

A with mutations in theMOCS1gene to improve established treatment regimero or t
find new therapies. In the past years a substituticerapy with cyclic pyranopterin
monophosphat (cPMP), the first intermediate of Mdflmsynthesis, was established.
MocsZtdeficient mice die within the first 12 days afterth, with an average life span of
7.5 d. Intrahepatic cPMP injections amelioratedghenotype of MoCo-deficiency. The
mice reached adulthood und were fertile. In thigkatie cPMP application rate was
increased to improve the longevity of treated mieditionally, a new application in
form of oral administration was investigated.

An alternative substitution became possible with tHentification and biochemical
characterization of the plant sulfite oxidase (P80 Arabidopsis thalianalts ability

to rescue the phenotype of MoCo deficiency was dtigated in this work. An
elongation of life span was achieved. But seriade sffects of this treatment resulting
from the formation of KHO,, which is a byproduct of the PSO mediated detoxiion,
led eventually to the death of the treated micee dhlivery of embryonic hepatocytes
in the liver ofMocsZtdeficient mice could also not improve the phenetgpthe MoCo
deficiency.

Furthermore, the possibilities of somatic gene apgrfor MoCo deficiency were
explored. First, nonviral gene transfer of plasrDNA coated with a polymer were
used. Second, viral vectors were utilized to delitee MOCS1 gene intoMocskt
deficient mice. In this work the dosage of recomabinAAV necessary to rescue the

lethal deficiency phenotype was determined. Alsoltmg-term expression of different
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expression cassettes delivered in a chimeric AAsith of serotype 1/2 was
demonstrated and different routes of applicationewsompared. In addition the effect
of double and triple injections at different timeimts after birth was studied and a short
neonatal window for non-response of the immuneesysivas found. Exposition with
rAAV capsids within this window allowed transgenepeession after a second rAAV
transduction at a later time point. However, exgasiwithin this window does not
trigger immunotolerance to the viral capsid, whichmpers the repeated rAAV-
mediated gene transfer outside this tolerant window

The second part of this thesis was engaged withmblybdenum cofactor deficiency
type B. In case of the humanOCS2gene a new splice form containing an alternate
first exon was confirmed, which was undescribedilunbw. The experimental
verification of this splice form disproved leakyasning as the mode of MOCS2B
translation. This novel transcript circumvents M@CS2A start codon and renders the
MOCSZ2B start codon as target for the scanning nmeshmof translation initiation.

In addition, studies with fibroblasts from a patignith a mutation in this step of MoCo
biosynthesis showed that MOCS2B only stable existthe presence of MOCS2A.
Furthermore, the genomic structure of the muihecs? gene and its corresponding
transcripts were examined. These analyses gaveimsghts in the formation of the

molybdopterin synthase subunits.
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