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1. Einleitung

1.1 Das Auge

Das Auge der Wirbeltiere funktioniert nach dem Kameraprinzip. Der Weg des Lichts geht durch
die Pupille, die eine kleine Offnung in der Iris darstellt. Die Iris verindert den Durchmesser der
Pupille wie eine Blende. Durch die Linse wird das Licht auf der Retina fokussiert. Die
Photorezeptoren liegen auf der menschlichen Retina auf der lichtabgewandten Seite und wandeln
das optische in ein elektrisches Signal um, das durch den Sehnerv an das Gehirn weitergeleitet

wird.

Das Auge der Wirbeltiere wird von der Sklera als eine lederartige Schutzschicht umgeben.
Darunter liegt die diinne Aderhaut (Chorioidea). Der vordere Bereich der Sklera bildet die
Cornea, hinter der sich die Linse befindet (Abb. 1). Die Aderhaut stellt die vor der Linse sitzende
Iris dar, die dem Auge ihre Farbe verleiht und den Lichtfluss durch die Pupille variieren kann
(Campbell, Reece, Markl, 2006). Die innerste Zellschicht bildet die Netzhaut (Retina) mit ihren

spezifischen Zelltypen, die in den folgenden Ausfithrungen eine bedeutsame Rolle spielen.

Cornea
Pupille
Iris
Linse

Sklera
Retina
Chorioidea
Sehnerv

Abbildung 1: Schematische Darstellung des menschlichen Auges

Die Cornea (Hornhaut) schlieft das Auge im vorderen Teil ab. Durch die Pupille, eine Offnung innerhalb der Iris
(Regenbogenhaut) fallt Licht in das Innere des Auges. Die Linse biindelt dieses Licht. Die Sklera (Lederhaut) dient
dem Schutz des Auges. In der Retina (Netzhaut) werden optische Signale in Nervenimpulse umgewandelt, die durch
den Sehnerv in das Zwischenhirn geleitet werden. Die Chorioidea (Aderhaut) sorgt fiir die Nahrstoffversorgung der
Retina.



1.1.1  Autfbau der Retina

Die fir die Umwandlung optischer in elektrische Signale verantwortliche Retina besteht aus
verschiedenen, hochspezialisierten Zellschichten (Slijkerman et al., 2015), die in ihrer Funktion
und ihrem Zusammenspiel einzigartig sind. Eine dieser Schichten ist die Photorezeptorschicht
(Abb. 2: OS, IS, ONL), die aus zwei Zelltypen besteht: den Stibchen und den Zapfen. Je
nachdem ob es sich um das Auge eines nacht- oder tagaktiven Tieres handelt, ist entweder der
Anteil der Stdbchen oder Zapfen erhoht. Nachtaktive Wirbeltiere besitzen viele Stibchen, die
sehr lichtsensitiv und zur Wahrnehmung eines einzelnen Photons in der Lage sind (Rieke, 2000),
aber keine Farben unterscheiden konnen. Hierauf sind die Zapfen spezialisiert, die jedoch mehr
Licht bendtigen, um ihre Aufgabe — die Farbwahrnehmung — iibernehmen zu koénnen. Der
tagaktive Mensch besitzt ca. 110 Millionen Stiabchen und 6.4 Millionen Zapfen, die nachtaktive
Maus besitzt 6 Millionen Stdbchen und nur 200.000 Zapfen (Baehr, 2014).
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Abbildung 2: Histologischer Schnitt einer Maus-Retina

(Yanik et al., 2017) Sie besteht aus der Photorezeptorschicht, die an das Retinale Pigmentepithel (RPE) grenzt. Die
Retina unterteilt sich in die AuRensegmente (OS), die Innensegmente (IS) und die duRere nukleare Schicht (ONL).
Darauf folgt die dufRere plexiforme Schicht (OPL), die innere nukleare Schicht (INL) und die innere plexiforme Schicht.
Die letzte Schicht besteht aus den Ganglienzellen, sie bildet die Ganglienzellschicht (GCL) und liegt auf der dem Licht
zugewandten Seite.



Die Photorezeptorschicht unterteilt sich ihrerseits in mehrere Schichten. Die AuBensegmente
(OS) der Photorezeptoren bilden die dem Retinalen Pigmentepithel (RPE) zugewandte Schicht
(Abb. 2) und beinhalten die Disks, in denen sich das Sehpigment befindet. Die Innensegmente
(IS) beinhalten die Zellorganellen der Stdbchen und Zapfen. Die Signale der Photorezeptoren
werden iiber die Bipolarzellen an die Ganglienzellen (GCL, Abb. 2) weitergeleitet, die im
optischen Nerv zusammenlaufen. Die Amakrinzellen und die Horizontalzellen sind fiir die
laterale Ubertragung der Signale aus den Photorezeptoren verantwortlich. Die plexiformen
Schichten sind die Verbindungsstellen zwischen den verschiedenen Zelltypen. Die &ulere
plexiforme Schicht (OPL) wird von den Dendriten der Horizontalzellen und Bipolarzellen sowie
den Synapsen der Photorezeptoren gebildet. Die innere plexiforme Schicht (IPL) besteht aus den
Dendriten und Axonen der Bipolarzellen sowie den Dendriten und Axonen der Amakrinzellen
und Ganglienzellen (Wissle, 2004). Die Kornerschichten hingegen werden von den Zellkdrpern
der jeweiligen Zellen gebildet. Die dullere Kornerschicht (ONL) besteht aus den Zellkorpern der
Photorezeptoren. Die innere Kornerschicht (INL) wird von den Bipolar-, Horizontal- und
Amakrinzellen gebildet (Randlett, Norden, Harris, 2011). Des weiteren enthélt die Retina Miiller-
Glia-Zellen, die den Stoffwechsel innerhalb der Retina unterstiitzen (Hoon ef al., 2014).

1.1.2  Funktion der Photorezeptoren

Photorezeptoren sind hoch spezialisierte Neurone, die sich in der duflersten Schicht der Retina
befinden (Brzezinski and Reh, 2015). Die Zellen bestehen aus einem AuBensegment, das die
Opsine beinhaltet, und dem durch das Connecting Cilium (CC) verbundenen Innensegment, das
die Zellorganellen, das Axon und die synaptische Endigung beinhaltet (Swaroop, Kim, Forrest,
2010). Die zwei Zelltypen der Photorezeptoren sind nach ihrer Form benannt. So ist das
AuBlensegment der Stdbchen lang und gleichférmig, das AuBlensegment der Zapfen hingegen
dreieckig geformt. Die Zelltypen unterscheiden sich jedoch nicht nur in ihrer Form, sondern auch
in threr Funktion fiir die Bildgebung. Wie bereits erwidhnt sind die Zapfen fiir die
Farbwahrnehmung verantwortlich. Sie werden aber erst bei stirkerem Licht angeregt. Die
Stéabchen hingegen sind lichtsensitiver und somit fiir das Sehen bei Ddmmerung und Dunkelheit
verantwortlich. Primaten besitzen eine Fovea Centralis, die ausschlieBlich aus Zapfen besteht
und bei Tageslicht den Punkt des schirfsten Sehens darstellt (Provis et al, 2013). Die
unterschiedlichen Funktionen der Photorezeptortypen kommen durch die verschiedenen Opsine

in den Disks der Stdbchen zustande. In den Disks sind die Sehpigmente gelagert. Hier bindet das



lichtsensitive 11-cis-Retinal an ein Opsin, das sich mit dem Retinal zu Rhodopsin verbindet.
Durch Licht wird das 11-cis-Retinal durch Photoisomerisierung zu all-trans-Retinal (Kiser et al.,
2012). Dieses trennt sich vom Opsin, was wiederum ein G-Protein aktiviert und dieses aktiviert
eine Phosphodiesterase. An den Natriumkandlen der Stibchen wird nun durch die
Phosphodiesterase cGMP zu GMP hydrolysiert, worauf sich die Kanile schlieBen. Die
Zellmembran wird hyperpolarisiert, die Abgabe von Neurotransmittern in den Synaptischen Spalt

zwischen Stibchen und Bipolarzellen wird verringert (Campbell, Reece, Markl, 2006).

Im Gegensatz zu den Stébchen besitzen Zapfen keine Discs, sondern Einstiilpungen. Aulerdem
kommt in den Zapfen kein Rhodopsin vor. Bei Primaten gibt es drei Zapfentypen, die fiir die
Wahrnehmung von Rot-, Griin- und Blautonen verantwortlich sind. Sie besitzen unterschiedliche
Photopsine, die bei verschiedenen Wellenldngen angeregt werden (Hoon ef al., 2014). Damit
viele Farbtone wahrgenommen werden konnen, werden die unterschiedlichen Zapfen je nach
Wellenldnge des Lichts gleichzeitig, aber in verschiedener Ausprigung aktiviert. Die Maus
besitzt hingegen nur zwei Typen von Zapfen, jene die Opsine fiir Licht kurzer Wellenldnge
exprimieren und jene, die Opsine fiir Licht einer mittleren Wellenldnge exprimieren (Nikonov et

al., 2006).

Die AuBensegmente der Photorezeptoren, die die Disks beinhalten, sind durch das Connecting
Cilium (CC) mit den Innensegmenten verbunden (Abb. 3), in denen die Proteinproduktion
stattfindet. Die Photorezeptoren haben einen sehr hohen Proteinumsatz, da die Disks wéhrend des
Sehvorgangs stindig erneuert werden (Yildiz, Khanna, 2012), es wird von etwa 80 neu
produzierten Discs am Tag pro Stdbchen ausgegangen (Baehr, 2014). Das CC dient als einziger
Transportkanal fiir die Proteine, die fiir die Lichtreaktion bendtigt werden und ist daher
essenziell. Das CC gehort zu den priméren Cilien und besteht aus einem Basalkorper und einem
aus neun Mikrotubuli bestehendem Axonem. Der Basalkdrper befindet sich an der Basis des CC,
nahe dem Innensegment. Die Mikrotubuli des Axonems reichen bis hin zu den dufersten Discs

der Photorezeptoren (Falk et al., 2015).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung eines menschlichen Stabchens

Dem RPE zugewandt befindet sich das AuRensegment, welches die Discs beinhaltet. Das Connecting Cilium bildet
die Verbindung zum Innensegment und beinhaltet vor allem Transportproteine. Im Innensegment befinden sich die
Zellorganellen. Die synaptische Endigung sorgt fur die Impulsweiterleitung an die Bipolarzellen.

1.2 Retinitis Pigmentosa

Retinitis Pigmentosa (RP) umfasst eine heterogene Gruppe von Netzhauterkrankungen. Hierbei
kommt es durch die Degeneration der Photorezeptoren zu progressiver Erblindung.
Charakteristisch fiir RP sind Nachtblindheit, Gesichtsfeldausfidlle und eine schleichende
Verschlechterung der Sehfahigkeit, bis hin zur Erblindung (Daiger, Sullivan, Bowne, 2013).
Insgesamt sind derzeit iiber 50 Gene bekannt, deren Mutationen RP verursachen (Patnaik et al.,
2015a). Durch die heute als Standard geltenden molekulargenetischen Methoden konnen
Dutzende Formen von RP unterschieden werden (Daiger, Sullivan, Bowne, 2013). Retinitis
Pigmentosa ist somit ein klinischer Sammelbegriff fiir erblich bedingte Erkrankungen der
Netzhaut mit dhnlicher symptomatischer Auspragung hauptsédchlich die Stdbchen betreffend. Die
Bezeichnung lidsst daher keine Aussage liber die genaue Ursache der Krankheit zu. Die RP wird

autosomal dominant, autosomal-rezessiv und X-chromosomal vererbt (Anasagasti ef al., 2012).



Die Tatsache, dass Retinitis Pigmentosa durch Mutationen in verschiedenen Genen hervorgerufen
werden kann, macht sie zu einer sehr komplexen Krankheit. Es sind meist mehrere Mutationen in
einem oder mehreren Genen fiir das Auftreten dieser Augenerkrankung verantwortlich. Bislang
wurden sechs Gene beschrieben, die bei der X-chromosomal vererbten Variante von Retinitis
Pigmentosa betroffen sein konnen (Daiger, Bowne, Sullivan, 2007). Eines dieser Gene ist das
Retinitis Pigmentosa GTPase Regulator Gen (RPGR). Es kodiert fiir einen Guanin-Nukleotid-
Austausch-Faktor (GEF) fiir ein kleines GTP-Bindeprotein (Breuer et al., 2002). RPGR besitzt
einen open reading frame 15 (ORF15), der aufgrund seiner repetitiven Sequenz hdufig von
Mutationen betroffen ist. In diesem Bereich liegen 80 % aller Mutationen, die bisher im RPGR-
Gen bekannt sind (Wright et al., 2010) und zu Retinitis Pigmentosa fiihren konnen. Dieser

mutational hotspot ist ein Angriffspunkt fiir die Gentherapie.

1.2.1 RPGR: Aufgabe und Mutationen

Die X-chromosomale Form der RP (XLRP) wird in 70-90 % der Félle durch Mutationen im
RPGR-Gen verursacht (Megaw, Soares, Wright, 2015). Das Gen befindet sich auf dem kurzen
Arm des X-Chromosoms (Meindl et al., 1996). RPGR-Mutationen gehoren mit 10 bis 20 % zu
den hdufigsten genetischen Ursachen der RP (Megaw, Soares, Wright, 2015).

RPGR spielt eine wichtige Rolle fiir das Uberleben der Photorezeptoren. Rpgr-knockout-Miuse
zeigten eine Degeneration der Retina im Alter von 6 Monaten (Hong et al., 2000). Das Protein ist
im Connecting Cilium der Photorezeptoren lokalisiert (Patnaik et al., 2015b). Es wird davon
ausgegangen, dass es als wichtiges Ankerprotein in der Membran des CCs liegt und am
intraflagellaren Transport (IFT) beteiligt ist (Hosch, Lorenz, Stieger, 2011). Hierbei ist es
vermutlich fiir den Transport prenylierter Proteine durch den PDE66/ARL3/RP2 Komplex
unabdingbar (Baehr, 2014; Lee, Seo, 2015).

Das RPGR-Gen besitzt mehrere Spleifivarianten. Die beiden wichtigsten Formen sind RPGR™'™"
und RPGR®"® (Abb. 4). Die ORF15-Variante konnte bisher nur in Photorezeptoren lokalisiert
werden, die Ex1-19 Variante hingegen findet sich in vielen cilientragenden Zelltypen (Hong et
al.,2003). Der open reading frame 15 besitzt neben Exon 14 und 15 eine repetitive, intronische

Gensequenz (Abb. 4). Durch das Uberspringen des SpleiBdonors fiir Exon 15 (Vervoort et al.,



2000) endet die ORF15 Variante in einer Sequenz aus Purin reichen repeats. Die Variante
RPGR™"" besitzt diese Region nicht und ist daher weit weniger fehlerbehaftet. Am hiufigsten
treten Deletionen von wenigen Basenpaaren auf. Durch die Verschiebung des Leserasters kann es
zu einer gravierenden Anderung des resultierenden Proteins kommen. Die normalerweise
Glutamin- und Glycinreiche Proteinsequenz (sauer) wird zu einer eher basischen Sequenz

verandert (Wright, Shu, 2006).
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Abbildung 4: RPGR SpleiBvarianten ORF15 und Exon1-19

Die Exone 1 bis 13 unterscheiden sich in beiden SpleilRvarianten nicht. Die Exone 14 und 15 werden ausschlielich in
der ORF15 Variante exprimiert und beinhalten eine Glutamin- und Glycinreiche (GE), repetitive Region. Die Exon1-
19-Variante terminiert im Exon 19.

1.2.2  Rpgr-Mausmodell

Es existieren bereits mehrere Mausmodelle der XLRP, die Rpgr-Muationen aufweisen (Tee et al.,
2016). Zwei dieser Modelle besitzen Deletionen in den vorderen Exons (Exon 4-6 bzw. Exon 1)
(Hong et al., 2000; Huang et al., 2012). AuBlerdem wurde mit der Rpgr-null-Maus eine Mauslinie
entwickelt, die keine der Rpgr-Isoformen produziert (Pawlyk et al., 2015). Des Weiteren existiert
mit der Mauslinie Rd9 (retinal degeneration 9) ein natiirlich vorkommendes Mausmodell der
XLRP (Thompson et al., 2012). Dieses Modell besitzt im ORF15 eine 32 bp Duplikation, die
einen frameshift verursacht und somit den open reading frame (ORF) verdndert und zu einem
verfrithten Stopcodon fiihrt (Thompson ef al., 2012). Im Vorfeld zu dieser Arbeit wurde die

tm1stie

transgene Mauslinie B6J.Sv129-Rpgr erstellt, die eine Punktmutation (Deletion) in der
ORFI15 Region des Rpgr-Gens besitzt. Diese Punktmutation fiihrt zu dhnlichen Verdnderungen
des open reading frames wie bei einigen Patienten mit XLRP und spiegelt somit die Situation im

Patienten wider. Durch die Deletion kommt es zum frameshift. Die Glutamin/Glycin (Abb. 4,



GE) -reiche Aminosduresequenz im N-Terminus des Proteins wird zu einer Arginin/Lysin (Abb.
5, RK) -reichen Sequenz. AuBlerdem wurden stille Mutationen fiir die Vereinfachung des
Screenings sowie eine Schnittstelle fiir die Homingendonuklease I-Scel integriert, um
Behandlungsstrategien der Erkrankung RP mittels genome editing testen zu konnen. So kénnen
mit Hilfe des Mausmodells die verschiedenen zelleigenen Reparaturwege Non-homologous end

joining (NHEJ) und die homologe Rekombination (HR) in vivo getestet werden.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des mutierten RPGR®'* der B6J.Sv129-Rpgr™'*"® Maus
In der wt-Variante befindet sich eine GE-reiche Region im ORF15. In der B6J.Sv129-Rpgr™'*" Maus liegt hier die
Arginin- und Lysin-reiche (RK) Region des Proteins.

Die B6J.Sv129-Rpgr™!* Maus zeigt eine langsame, aber progressive Degeneration der Retina,

mit frithen Verdnderungen der dulleren Retina.

1.3 Gentherapie

Die Gentherapie bezeichnet das Einbringen von Genen in Gewebe oder Zellen zum Zwecke eines
therapeutischen Nutzens (Entwicklung der Gentherapie Stellungnahme der DFG, 2007).
Genetische Defekte, die zu schweren Krankheitsbildern fithren, stehen im Fokus der Gentherapie.
Den Anfang machte das gene replacement, bei dem eine ,,gesunde” Kopie des Zielgens die
Funktion eines mutierten Gens iibernehmen soll. Aufgrund der Komplexitét genetischer Defekte
wurde schnell erkannt, dass neue Strategien entwickelt werden mussten, um die unterschiedlichen
Mutationen behandeln zu konnen. Beispielsweise sorgt das gene silencing fir die Stilllegung
eines Gens, das einen negativen Effekt auf den Zielorganismus hat. Durch die neueste Methode

der Gentherapie, das genome editing, ist es moglich, das Genom direkt zu verdandern.



Obwohl die erste klinische Studie zur Gentherapie bereits 1990 verdffentlicht wurde (Collins,
Thrasher, 2015), sind bisher nur wenige solche Medikamente auf dem Markt erhéltlich. Bei dem
ersten gentherapeutischen Medikament handelt es sich um Glybera. Hierdurch wird eine
Genaddition des LPL (Lipoprotein lipase)-Gens durchgefiihrt, welches in LPLD (Lipoprotein
lipase deficiency)-Patienten funktionslos ist (Wang, Gao, 2014).

1.3.1 RNA-Interferenz: siRNA

Soll eine dominant negative Mutation behandelt werden, bei der ein fehlerhaftes Protein gebildet
wird, welches einen unerwiinschten Effekt auf die Zelle besitzt, kann die Genaddition alleine
nicht ausreichen. Bei der Genaddition wiirde dieses fehlerhafte Protein zusdtzlich zu dem neu
eingebrachten und korrigierten Protein in der Zelle weiterhin produziert. Durch das gene
silencing mittels RNA-Interferenz hingegen kann prinzipiell jedes Gen auf mRNA-Ebene
ausgeschaltet werden, es entsteht kein Genprodukt (Fellmann, Lowe, 2014). Somit kénnen Gene
mit Mutationen, die einen gain-of-toxicity-effekt besitzen, ausgeschaltet werden (Wang, Gao,
2014). Die RNAi1 wurde in Pflanzen entdeckt (Jorgensen, 1990), 2001 konnte dann auch ihre

Wirksamkeit in menschlichen Zellen nachgewiesen werden (Elbashir ef al., 2001).

Bei der RNA-i wird die mRNA des Zielgens durch das Anlagern kurzer, homologer RNA-
Sequenzen (short interfering RNA, siRNA) von ca. 21 Nukleotiden abgebaut. Somit wird nicht
direkt in die DNA Sequenz des Zielorganismus, sondern durch einen regulatorischen, post-
transkriptionellen Weg in die Proteinbiosynthese eingegriffen (Deng et al., 2014). MicroRNAs
(miRNAs) sind kleine, nicht kodierende doppelstringige RNAs (dsRNAs), die vom Genom
transkribiert werden (Ozcan et al., 2015). MiRNAs werden durch das Enzym Dicer in kiirzere,
nicht perfekt gepaarte miRNAs prozessiert (Fellmann, Lowe, 2014). Diese werden durch
Argonaute 2 und den RNA-induced silencing complex (RISC) erkannt (Leuschner et al., 2006).
Durch den RISC wird ein Strang der miRNA degradiert. Der andere Strang rekrutiert die Ziel-
mRNA, deren Translation geblockt wird (Ozcan et al., 2015). Wichtig fiir die Erkennung
homologer mRNAs ist die Seed-Region (Position 13 bis 18) der miRNA. Hier muss eine perfekte
Homologie zur Ziel-mRNA vorliegen (Bartel, 2009; Ozcan et al., 2015).



Die siRNA wird zunéchst als langere dsSRNA (shRNA, short hairpin RNA) mit Aairpin in die
Zelle eingebracht. Der Dicer prozessiert die shRNA zu der 21 Nukleotide langen siRNA
(Meister, Tuschl, 2004) wie in Abbildung 6 dargestellt. Die siRNA bindet wie die natiirlich
vorkommende miRNA an Argonaut 2 und RISC, ein Strang wird degradiert. Der Komplex
erkennt, bindet und spaltet die komplementire mRNA (Klug, Cummings, Spencer, 2007). Die
resultierenden, kurzen mRNA-Fragmente werden anschlieBend abgebaut. Die Proteinbiosynthese

findet nicht statt.

dsRNA

l RISC complexes

2099
+Helicase?r &
i Target mRNA

: Endonucleases

et

90" Poo
24 o
¢ Degraded RNA

Abbildung 6: Dicer und RISC

DsRNA wird von dem Protein Dicer in siRNA prozessiert. Einzelstrangige siRNA wird von den RISC-Proteinen
gebunden. Nach Aktivierung durch ATP erfolgt die Bindung an die komplementdre mRNA. Diese wird durch
Endonukleasen abgebaut. (Verandert nach Dillin 2003).

SiRNAs gehoren zur Familie der non-coding RNAs (ncRNAs) und haben eine regulierende
Wirkung, zum Beispiel als promoter associated RNAs (PARs) oder Enhacer-RNAs (eRNAs)

(Ozcan et al., 2015).
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Designet man eine siRNA um das Ziel-Gen stillzulegen, gibt es einige Faktoren zu beachten.
Zum einen ist es wichtig, sich nicht auf eine siRNA zu verlassen, sondern mehrere zu testen.
Moglicherweise stellt sich auch eine Kombination aus verschiedenen siRNAs als beste Losung
heraus, was gleichzeitig aufgrund der geringeren Konzentration der einzelnen siRNA den off-
target Effekt minimiert (Birmingham et al., 2007). Die siRNAs sollten zwischen 19 und 21
Nukleotide (nt) lang sein. Nach Mdglichkeit sollte auBerdem ein Guanin am 5’ Ende der Sequenz
liegen, um eine instabile Bindung hervorzurufen und die Expression durch die RNA Polymerase
III zu ermdglichen (Fakhr, Zare, Teimoori-Toolabi, 2016). Am 3’ Ende wird ein Adenin
favorisiert, gefolgt von einem Uracil oder Guanin (Vermeulen ef al., 2005). Des Weiteren sollte
der GC-Gehalt niedrig gewéhlt werden, zwischen 30 und 55 %, um abermals fiir eine nicht zu
feste Doppelstrangbindung zu sorgen (Birmingham et al, 2007). Es gilt auBerdem
sicherzustellen, dass die gewdhlten siRNAs keine anderen mRNA-Sequenzen erkennen. Dabei ist
auch zu beachten, dass die Seed-Region der natiirlich vorkommenden miRNAs ausgeschlossen

wird.

Die Frage nach den Auswirkungen des Fehlens des Targeting-Proteins ist im Zusammenhang mit
der RNAi-Methode unumginglich. Denn durch diese Methode ist es lediglich mdglich, das Gen
stillzulegen, nicht jedoch zu ersetzen. Um ein funktionsfahiges Protein zu erhalten, miisste neben
dem Silencing des Gens eine Addition des Wildtyp(wt)-Gens erfolgen. Hierbei muss beachtet
werden, dass das neu eingebrachte, gesunde Gen nicht ebenfalls stillgelegt wird. Dies lésst sich
durch Veridnderung der Codons erreichen. Es gilt auBerdem die fehlende Regulation des durch
die Genaddition eingebrachten Gens durch die Zielzelle zu beachten. Im Bezug auf die XLRP ist
die Forschung hier schon weit fortgeschritten. Es existiert bereits eine Mauslinie, die kein Rpgr
produziert, um die Genaddition des Rpgr zu testen (Hong et al., 2005). Sowohl das humane
RPGR-ORF15 wt-Gen (Pawlyk et al., 2015), als auch eine in der repetitiven Region verkiirzte
Variante des Rpgr-ORF15 (Hong et al., 2005) konnten bereits erfolgreich getestet werden.

1.3.1 Genome editing

Beim genome editing werden nach Einfligen eines Doppelstrangbruchs (DSB) die zelleigenen
Reparaturmechanismen non-homologous end joining (NHEJ) und homologe Rekombination
(HR) ausgenutzt. Beim NHEJ entstehen oft kleine Insertionen oder Deletionen, wodurch Gene

ausgeschaltet werden konnen (Schierling et al., 2012). Die homologe Rekombination (HR) bzw.
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homology directed repair (HDR), stellt den Reparaturweg dar, bei dem ein homologer Template-
Strang zu dem zu reparierenden Strang bendtigt wird, um einen Fehler in der DNA-Sequenz zu
eliminieren. In der Gentherapie kann dieses Prinzip genutzt werden, um Gene zu verdndern. Das
einzubringende Gen muss hierbei an der richtigen Stelle in das Genom integriert werden. Dieses
Phénomen ist duBerst selten (in etwa 10 Fillen), kann aber durch das Einfiigen eines DSB
erhoht werden, der die zelleigenen Reparaturmechanismen aktiviert (Pingoud, Silva, 2007). Im
Allgemeinen tritt NHEJ in der Zelle hadufiger auf als HR (Lieber, 2010; Cox, Platt, Zhang,
2015b). Ein DSB wird in der Zelle durch die Proteine ATM (Ataxia telangiectasia mutated) und
ATR (Ataxia telangiectasia and Rad3-related protein) erkannt, die das Histonprotein H2AX zu
YH2AX phosphorylieren (Yanik et al., 2017). Hierdurch kdnnen MDC1, RNF8 und RNF168
rekrutiert werden (Yuan, Adamski, Chen, 2010; Brandsma, Gent, 2012). Im Anschluss wird mit
der Bindung von RAPS80 (receptor-associated protein 80) oder 53BP1 (p53 binding protein 1)

entschieden, welcher Reparaturmechanismus stattfindet (Stewart et al., 2009).

l DSB
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Abbildung 7: Genome editing nach DSB.

Homologe Rekombination (rechts) im Vergleich zu non-homologous end joining (links). NHEJ: DSB wird durch
Komplex aus Ku70/80 und DNA-PKcs erkannt, Prozessierung der DNA-Enden mit Hilfe von Artemis, Ligation durch
LigiV, XRCC4 und XLF. HR: MRN-Komplex leitet HR ein, RPA stabilisiert freie Enden, RAD51 sucht nach homologen
Bereichen. Nach homologer Rekombination wird durch Lig1 religiert.
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Die Reparatur des DSB durch NHEJ beginnt mit der Bindung eines Heterodimers, bestehend aus
den Proteinen Ku70 und Ku80 (Abb. 7). Dieses Ku-Heterodimer ist in der Lage, Bindungen mit
Nukleasen, Polymerasen und Ligasen einzugehen, wodurch das unterschiedliche Ergebnis der
Reparatur erkldrt werden kann (Lieber, 2008). In der Regel bildet Ku70/80 einen Komplex mit
der DNA-PKcs (DNA dependent protein kinase catalytic subunit), die wiederum im Komplex
mit der Nuklease Artemis in der Zelle vorliegt (Radhakrishnan, Jette, Lees-Miller, 2014). Durch
die Autophosphorylierung der DNA-PKcs kommt es zur Konformationsdnderung, wodurch
Artemis Zugang zur DNA erlangt und die Enden prozessiert werden (Pannunzio ef al., 2014). Die
am NHEJ beteiligten Polymerasen sind die Polymerasen mu und lambda (Pannunzio et al.,
2014). Als letzter Schritt erfolgt die Ligation mit Hilfe eines Komplexes aus LigaselV, XRCC4
und XLF (Lieber, 2010; Bhargava et al., 2018)(Abb. 7).

Nach der Erkennung eines DSBs wiéhrend der S- oder G2-Phase des Zellzyklus wird die HR
durch den MRN Komplex (MRE11-RAD50-NSB1) eingeleitet (Yanik et al., 2017) (Abb. 7). Im
Anschluss erfolgt die Vorbereitung der freien DNA-Enden (end resection), bei der
einzelstringige 3’-Uberhinge generiert werden, durch den MRN-Komplex in Kombination mit
EXO1 (exonuclease 1), DNA2 (DNA replication helicase 2 homolog) und CtIP (CtBP-interacting
Protein) (Symington, Gautier, 2011). Das Protein RPA (replication protein A) stabilisiert die
einzelstringigen DNA-Enden und wird durch RADS1 ersetzt (Abb. 7), welches in
Zusammenarbeit mit dem Tumorsupressor BRCA2 (breast cancer 2) nach homologen DNA-
Bereichen sucht und dessen Anlagerung erzielt (Yan et al., 2011). Hierdurch kommt es zu einer
D-loop-Ausbildung der Ursprungs-DNA mit der Template-DNA, die in mehreren Moglichkeiten
resultiert, beispielsweise der Bildung von Holiday Junctions. In einem letzten Schritt erfolgt die

Ligation der DNA-Enden mittels Ligl (DNA ligase I) (Yanik ef al., 2017) (Abb. 7).

1.3.2 Hochspezifische Restriktionsendonukleasen

Um Doppelstrangbriiche (DSB) in die DNA einzufiigen, werden hochspezifische
Restriktionsendonukleasen benoétigt. Inzwischen gibt es viele Tools, die verwendet werden

konnen, um DSB zu erzeugen. Diese bestehen aus einem spezifischen DNA-Bindemodul und
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einer Nuklease (Gaj ef al., 2013). Zum einen ist es moglich, Restriktionsenzyme mit sogenannten
triple-helix forming oligonucleotides (TFOs) zu verbinden. Diese sind programmierbar und
formen eine Tripel-Helix mit der groBen Furche doppelstringiger DNA (Pingoud, Wende, 2011).
Zum anderen besteht die Moglichkeit, DNA-Bindedoméinen mit einer Typ IIS-
Restriktionsendonuklease zu fusionieren, um deren Spezifitit zu erhohen (Pingoud, Wende,
2011). AuBerdem kann eine Restriktionsendonuklease an ein DNA-Bindeprotein, das so
genannte transcription activator-like-effector-Protein (TALE), fusioniert werden (Joung, Sander,
2013). Kurze Ribonukleinsdure-Sequenzen des CRISPR(clustered regulatory interspaced short
palindromic repeat)/Cas9-Systems konnen ebenfalls verwendet werden, um DSB einzufiigen
(Mali, Esvelt, Church, 2013). Bei der letzten der hier vorgestellten Methoden werden die
Endonukleasen der Homingendonukleasen (HE) genutzt. Diese Endonukleasen erkennen DNA-
Sequenzen von ca. 20 Basenpaaren (Jacoby et al., 2012). Da die Homingendonuklease I-Scel in

dieser Arbeit verwendet wurde, wird diese detaillierter beschrieben.

1.3.3 Homingendonukleasen: [-Scel

Die HE I-Scel gehort zur Familie der LAGLIDADG-Proteine (LHE), die nach einer in thnen
vorkommenden Aminosduresequenz benannt sind. Die LHE unterteilen sich in jene, die zwei
LAGLIDADG-Motive besitzen (Homodimere) und diejenigen, die nur ein solches Motiv
beinhalten (Monomere). I-Scel ist ein solches Monomer und besteht aus zwei asymmetrischen
Doménen. Diese Asymmetrie erlaubt es dem Enzym, eine nicht palindromische DNA-Sequenz zu
erkennen (Prieto et al., 2016). 1-Scel bildet eine Sattelform aus B-Faltblittern, die haufig bei
DNA-Bindeproteinen vorkommt (Moure, Gimble, Quiocho, 2008) (Abb. 8). Die HE gehoren zu
den genome editing tools. Sie sind sehr spezifisch, auBBerst klein (ORF zw. 800 und 1000 bp) und
nicht toxisch (Baxter et al., 2012). I-Scel erkennt und spaltet eine Sequenz von 18 Nukleotiden,
die im Genom der Hefe (Saccharomyces cerevisiae)-Mitochondrien zu finden ist (Moure,
Gimble, Quiocho, 2008). Die HE sind auf eine spezifische Sequenz festgelegt. Fiigt man die
Sequenz in das Zielgenom ein, konnen diese Enzyme zur Untersuchung von DNA-
Reparaturmechanismen verwendet werden. Die Endonuklease I-Scel kann die Rekombination
durch das Einbringen eines DSBs um das 10000-fache erh6hen (Katz, Gimble, Storici, 2014). Die
Spaltung der DNA durch HE resultiert in einem 3’ Uberhang, der Vorteilhaft fiir die homologe
Rekombination ist (Maeder, Gersbach, 2016).
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Abbildung 8: Krystallstruktur der Homingendonuklease I-Scel
I-Scel (grun, gelb, rot) gebunden an doppelstrangige DNA (lila).

1.4 Gentransfer: AAV

Es gibt verschiedene Mdoglichkeiten, einen Gentransfer in die Retina durchzufiihren. Der
vielversprechendste Weg ist zur Zeit die Transduktion mittels AAV-Vektoren. Das AAYV ist ein
einzelstringiges DNA Parvovirus, das verwendet werden kann, um Genscheren wie
beispielsweise I-Scel oder aber auch shRNAs in die Zielzellen des Organismus’ zu transferieren.
Das Virus besteht aus einem 4.7 kB grolem Genom mit zwei inverted terminal repeats (ITRs)
(Colella, Ronzitti, Mingozzi, 2018). Zwischen den ITRs liegt das Capsid-Gen (Cap) und das
Replikations-Gen (rep) (Yanik et al., 2017). Um einen rekombianten Vektor zu erhalten, wird der
Bereich zwischen den ITRs durch die gewiinschte Gensequenz ersetzt. AAVs sind in der Lage,
postmitotisches Gewebe wie die Photorezeptoren zu transduzieren (Baba ef al., 2012). Nach der
Transduktion durch Endozytose (Abb. 9) liegt das Virusgenom in der Zielzelle episomal vor. Es
existieren verschiedene rekombinante AAV (rAAV)-Serotypen, die an unterschiedliche
Rezeptoren auf der Oberfliche der Zielzelle binden und somit verschiedene Wirtszellen
unterschiedlich gut transduzieren. Die Transduktion der Retina wird durch die Serotypen 2, 5 ,8
und 9 erreicht (Yanik et al.,, 2017). Ein groBer Vorteil fiir die Verwendung der AAVs als
Transportmittel fiir genome editing tools, die HR erméglichen sollen, ist, dass sie die homologe
Rekombination in Sédugetierzellen anregen (Gaj, Epstein, Schaffer, 2015). Ein Nachteil hingegen

ist die maximale Verpackungskapazitit des AAV von 4.7 kB, was es unmdglich macht, grof3e
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Genscheren wie das Streptococcus pyogenes (Sp) Cas9 (4.2 kB) mit Promotorsequenz und der
Sequenz zur spezifischen DNA-Erkennung (guide RNA) in einen Vektor zu verpacken. Wichtig
fiir die sichere Verwendung als Transportmittel fiir Gensequenzen zu therapeutischen Zwecken
ist auBerdem, dass rAAVs keine Immunantwort auslosen, wenn sie subretinal injiziert werden

(Yanik et al., 2017).
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Abbildung 9: Transduktion einer Wirtszelle mittels Adeno-associated Virus (AAV) Vektor
Das Virus beinhaltet das gene of interest (rot, griin) und bindet durch Endozytose an die Wirtszelle. Nach der
Aufnahme in den Zellkern erfolgt die Translation der Proteine (griiner und roter Punkt).

Neben den AAVs sind auch Lentiviren ein weit verbreitetes Vehikel fiir die Transduktion in vivo.
Lentiviren sind Retroviren mit einem ssRNA (einzelstringige RNA)-Genom, das sich in die
DNA der Zielzelle integriert. Der Vorteil ist, dass Transgene fiir eine lange Zeit exprimiert
werden, was fiir einige Zwecke, wie beispielsweise bei der Verwendung von siRNA, unabdingbar
ist. Hierbei muss allerdings auch die Gefahr beriicksichtigt werden, die das LV durch die
zuféllige Integration mit sich bringt. Im Gegensatz zu AAVs koénnen LVs bis zu 8 kB DNA
verpacken (Trapani, Puppo, Auricchio, 2014). Daher stellen sie eine gute Mdglichkeit dar, grof3e
Transgene wie CRISPR/Cas9 oder TALEN zu verpacken.
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1.5 In vivo genome editing in der Mausretina

Die Retina hat verschiedene Vorziige, die bei einer Gentherapie hilfreich sind. Zum einen ist sie
durch das Auge beziiglich des Immunsystems vom Rest des Organismus isoliert, zum anderen
von auflen sichtbar und fiir den Experimentator leicht zugidnglich (Zaneveld et al., 2013). Die
subretinale Injektion stellt eine inzwischen gut erprobte Moglichkeit dar, die Retina zu
transduzieren. Hierbei gibt es verschiedene Moglichkeiten, direkt in die innere Retina zu
injizieren (Pang et al., 2008). Die Wahl der Injektionsstelle ist dabei abhingig vom zu
behandelnden Organismus und dem Entwicklungsstadium des Auges. So werden trans-sclerale
subretinale Injektionen vor allem beim Menschen und grofen Wirbeltieren vorgenommen
(Jacobson et al., 2012). An der Injektionsstelle bildet sich zwischen innerer Retina und
subretinalem Spalt ein so genannter Bleb. Der Bleb beschreibt ein Abheben der Retina durch das
Eindringen der injizierten Losung. Die DNA-Reparaturmechanismen der Retina-Zellen sind
verglichen zu HEK293-Zellen noch weitgehend unerforscht. Es wird vermutet, dass DSB in der
Maus-Retina durch einen alternativen Weg der Reparatur gehen, da Untersuchungen die
Abwesenheit des Proteins 53BP1 an DSB zeigen (Miiller ef al., 2018). Dieses Protein spielt eine
Rolle bei der Wahl des Reparaturwegs (NHEJ oder HR) nach einem DSB (Kap. 1.3.1).

1.6 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, Grundlagen fiir einen gentherapeutischen Ansatz zur Behandlung der
XLRP zu generieren. Dazu wurde zwei verschiedenen Ansidtzen der Gentherapie nachgegangen

(Abb.10).
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Abbildung 10: Verwendete Strategie fiir die Entwicklung der Gentherapie
Links: RNA-Interferenz mit vier verschiedenen siRNA-Bindestellen. Rechts: Genome editing im ORF15 mit I-Scel-
Schnittstelle.

Eine der eingesetzten Methoden der Gentherapie ist die RNA1 (Abb.10). Diese wurde genutzt,
um das mutierte Rpgr mittels siRNAs stillzulegen. Die vier verwendeten siRNA-Sequenzen

liegen im ORF15-Bereich des Rpgr-Gens, der als mutational hotspot gilt.

Des Weiteren wurde das genome editing mit Hilfe der Endonuklease I-Scel angewendet
(Abb.10). Hierbei ging es um die Generierung von Grundlagen in vitro in HEK293 Zellen und in
vivo im Mausmodell. Im Fokus stehen Beobachtungen zum NHEJ und zur HR hinsichtlich der

Héufigkeit des Auftretens und der genauen Verdnderung im Genom.
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2. Materialien & Methoden

2.1 Materialien

2.1.1

Tabelle 1: Verwendete Enzyme

Enzyme und Marker

Enzym Erkennungssequenz Hersteller
ApaLl 5’..G|TGCAC...3’ New England Biolabs
(NEB)
3’..CACGT!G...5’
BamHI 5’..G|GATCC...3’ New England Biolabs
(NEB)
3’..CCTAG!G...5’
Bbsl 5°...GAAGAC(N),|...3’ New England Biolabs
(NEB)
3’..CTTCTG(N)?...5°
Dpnl 5’..GAm|TC...3’ New England Biolabs
(NEB)
3’..CTtAmG...5’
EcoRI 5...G|AATTC...3’ New England Biolabs
(NEB)
3’..CTTAA1G...5’
HindIII 5’..A|AGCTT...3’ New England Biolabs
(NEB)
3’..TTCGATA..S’
[-Scel 5’.. TAGGGATAA | CAGGGTAAT...3’

3.

ATCCCTTATTGTCCCATTA...5’
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Ncol 5°...C|{CATGG...3’ New England Biolabs
(NEB)
3’..GGTAC!C...5°
Ndel 5°...CA|TATG...3’ New England Biolabs
(NEB)
3’...GTATTAC...5
Nhel 5’..G|CTAGC...3’ New England Biolabs
(NEB)
3’...CGATC?G...5°
Psil 5. TTA|TAA...3’ New England Biolabs
(NEB)
3. AATTATT...S’
Xbal 5°..T|CTAGA...3’ New England Biolabs
(NEB)
3’...AGATC'T...5
Smal 5’...CCC|GGG...3’ New England Biolabs
(NEB)
3’..GGGTCCC...5’
T7E1 Missmatches New England Biolabs

(NEB)

Phusion® High-Fidelity

New England Biolabs

DNA Polymerase (NEB)

PrimeSTAR® HS DNA Takara

Polymerase

GoTaq"” DNA Polymerase Promega

T4 DNA Ligase New England Biolabs

(NEB)
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Tabelle 2: Verwendete Marker fiir Proteine und DNA

Marker

Hersteller

Spectra™ Multicolor Broad Range Protein | Fermentas

Ladder (10-260 kDa)

GeneRuler™ 1kb DNA Ladder

ThermoFisher Scientific

GeneRuler™ 100bp DNA Ladder

ThermoFisher Scientific

2.1.2 Puffer und Medien

Tabelle 3: Verwendete Puffer und Losungen

Puffer/Losung

Zusammensetzung

Hersteller

Blockierlosung Westernblot

5 % BSA, oder Milchpulver in
1xTBS

CutSmart

New England
(NEB)

Biolabs

DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium)

PAN Biotec

DMEM+++

DMEM
2 % L-Glutamine
1 % Pen/Strep

10 % FKS
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HBSS (Hank’s Balanced Salt PAN Biotec
Solution)
Luria Broth Base (LB) 1 % Pepton Invitrogen

0,5 % Hefeextrakt

0,5 % NaCl, pH 7,5

Phosphate-buffered saline (PBS)
10x

0.1 M Na,HPO4

0.018 M KH,PO4

1.37 M NaCl

0.027 M KCl

Radioimmunoprecipitation
assay (RIPA) Puffer

25 mM Tris

150 mM NacCl

0.1 % SDS

0.5 % Natriumdeoxycholat

1 % Triton X-100

SDS Laufpuffer

250 mM Tris
1.92 mM Glycine

0.1 % SDS

SOC Medium

0,5 % Hefeextrakt
2 % Trypton
10 mM Natriumchlorid

2.5 mM Kaliumchlorid
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10 mM Magnesiumchlorid
10 mM Magnesiumsulfat

20 mM Glucose

Sorting Buffer

1x PBS
4 mM EDTA
25 mM HEPES

pH 7

Tris-gepufferte Salzlosung

(TBS) (10x)

1.5 M NacCl
30 mM KClI
250 mM Tris

pH 7.4

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

890 mM Tris

890 mM Borsiure

20 mM EDTA

Waschpuffer Westernblot

1 x TBS

0.2 % Triton X100
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2.1.3 Chemikalien

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien

Chemikalie Hersteller
Accutase PAN

Aceton Roth

Acrylamid Serva

Agarose Biozym

AGFA Entwicklerlosung Rontgen-Bender
AGFA Fixierer (Rontgenfilme) Heiland

BSA (Bovines Serumalbumin) Roth

Coomassie Brilliant Blue

Thermo Fisher

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich

Dinatrium Phosphat (Na2HPO4) Merck

DNA Ladepuffer Fermentas
DTT (Dithiothreitol) Merck

ECL Plus Western Blotting Detection GE Healthcare
Reagents

Ethanol Roth
Ethidiumbromid Roth
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EDTA (Ethylendiamintetraessigsiure)

Roth

FKS (Fotales Kilberserum)

PAN

GelRed Genaxxon Biosciences
Glycerin Merck
Glycin Roth

HCI (Salzséure) Roth
HEPES (2-ethansulfonsiure) Roth
Isopropanol Roth

KCI (Kaliumchlorid) Roth

NaCl (Natriumchlorid) Merck
Methanol Roth

PEI (Polyethylenimin) Polysciences
SDS (Sodium dodecyl Sulfat) Roth

Select Agar Invitrogen
Tris Roth
TritonX100 Roth
Tween20 Roth
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2.1.4 Kits

Tabelle 5: Verwendete Kits

Kit

Hersteller

TOPO™-TA Cloning

ThermoFisher Scientific

Blunt-End TOPO™ Cloning

ThermoFisher Scientific

siRNA

Invivogen

In-Fusion® Cloning Kit

Clontech® Laboratories

QIAfilter Plasmid Midi Kit Qiagen
Plasmid Maxi Kit Qiagen
Nucleo-Bond® PC 2000 (Mega) Macherey-Nagel
NucleoSpin® Plasmid Macherey-Nagel
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Macherey-Nagel

PureLink ™ Genomic DNA Mini Kit

ThermoFisher Scientific

RNeasy Mini Kit Qiagen
PrimeScript' ™ 1st strand cDNA Synthesis Kit | Clontech
Papain Dissociation System Worthington
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2.1.5 Bakterienstimme

Tabelle 6: Verwendete Bakterienstamme

Bakterienstamm Genotyp Hersteller

F-, endA 1, supE44, thi-1,
recAl, relAl, gyrA96, phoA,
D80d lacZA M15, A (lacZYA
- argF) U169, A (mrr -
hsdRMS - mcrBC), AmcrA,
A—

StellarTM Competent E. coli
Cells

Clontech

One Shot™ Top10 Competent F-, mcrA, A(mrr-hsdRMS- ThermoFisher Scientific
E.coli Cells mcrBC), @80d lacZA M15,
AlacX74, recAl, araD139,
A(ara-leu)7697, galU, galK,
1psL (Stre), endA 1, nupG

endAl, gyrA96(nal®), thi-1,
recAl, relAl, lac, ginV44,
F'[ ::Tnl0 proAB" lacl’
A(lacZ)M15] hsdR17(ri mg')

XL1-Blue Competent E.coli Cells Stratagene

2.1.6 Zellkulturen

Fiir alle Versuche mit Zellkulturen wurden HEK293 (human embryonic kidney 293)-Zellen
verwendet. Dabei handelt es sich um humane, embryonale Nierenzellen. Dieser Zelltyp eignet
sich hervorragend fiir Transfektionen mit Fremd-DNA. Die Zellen wachsen adhdrent und sind
daher sehr gut zu handhaben. Fiir einige Transfektionen wurden HEK293T-Zellen verwendet, die
das SV40 large T-Antigen exprimieren. Das Antigen bindet SV40-Enhancer und sorgt dadurch

fiir eine erhohte Proteinproduktion.
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2.1.7 Antibiotika

Tabelle 7: Verwendete Antibiotika fiir Bakterien- und Zellkulturen

Antibiotika Hersteller
Ampicillin Sigma-Aldrich
Geneticin Life Technologies
Kanamycin Sigma-Aldrich

Penicillin-Streptomycin

Biochrom

Zeocin

Invitrogen

2.1.8 Mausstamme

Fir die in vivo-Versuche in dieser Arbeit wurden Mdiuse der Linie B6J.Sv129-Rpgr

tm1stie

verwendet. Sie wurden auf einen C57BL/6J-Hintergrund zuriickgekreuzt. Die Méuse werden im

Tierstall des Biochemischen Instituts des Fachbereichs 11 der Justus-Liebig-Universitit Gie3en

in IVC-Kiéfigen (individually ventialted cages) in Gruppen von maximal fiinf adulten Tieren

gehalten. Die Kiéfige werden mit 160 bis 180 lux fiir 12 Stunden am Tag beleuchtet. Die

Raumtemperatur liegt bei 20°C, die Luftfeuchtigkeit betrigt 45 bis 64 %.
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2.1.9 Plasmide

Tabelle 8: Verwendete Plasmide

Plasmid Hersteller
pcDNA3.1 (+) Invitrogen
pcDNA3.1(-) Invitrogen
psiRNA-h7SKGFPzeo Invivogen
pcDNAS/FRT Invitrogen
pVAX Thermo Fisher
pQE-Trisystem1 Qiagen
pT Invitrogen
pET19b Novagen
SSV9

peGFP-N1 Clontech
pCR blunt I TOPO™ Invitrogen
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2.1.10 Primer

Tabelle 9: Verwendete Primer

Nr. Name Sequenz (5’ =2 3°)
3854 SSV9-BFP-f aatcatcgatgaattcgccatgtaagcccactgcaaget
3853 SSV9-BFP-r cacgatgcggccgegcetcgagceatacttctectttecte
3852 Pt-BFP-f agtgtgatggatatcccatagagcccaccgeatceeca
3851 Pt-BFP-r agggcgaattctgcagttgacattgattattgactagtt
3847 Rk-ohne-CMV caagggcgaattctgattattgactaaattcgctagcaa
3846 Rk-IF-r ctctagttagccagacctctagaggatccceggggctga
3845 Rk-ohne-T&CMV | ggatccactagtaacattattgactaaattcgctagcaa
3844 Template-ohne- tgtcaactgcagaattcgeccttg

CMV
3843 RK-ohne-T&CMV- | gttactagtggatccgagctcggt

r
3839 Rk-pT-f ctggaattcgcccttactagtccgcaagctcagatetcg
3838 Rk-pT-r ctctagttagccagatgtcagecccgggtegacaagcett
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3836 pT-kein-CMV-f gccagtgtgctggaattcgecctt

3835 pT-kein-CMV-r tctggctaactagagaacccactg

3833 SSV9-AIO-f cacgatgcggccgegetegagcatacttetectttecte
3830 IF-SSV9-f taatcatcgatgaattccatagagcccaccgcatccccag
3828 IF-Topo2-r agtgtgatggatatcccatagagcccaccgeatccecag
3827 IF-Topo2-f agggcgaattctgcagttgacattgattattgactag
3809 All-in-one-r cgctatctgtgcaagatctgecagaattcgeccttgetag
3808 All-in-one-f gagegecgegteegggagtgtgctggaattcgeccttcte
3798 SSV9-HDR-f gatcaagtgtgctggagtaacggccgecagtgtgctgga
3748 SSV9-HDR-r gaggctgatcagcggtttaaactt

3758 IF-SSV9-T-r aatcatcgatgaattgatacctgtccgectttcteectt
3757 IF-SSV9-T-f agtcatcgctattacagtaacggccgecagtgtgetgga
3747 HDR-Nachweis-f gtggggaagatgatgaaggagagg

3588 HindIII-f P-cttcagggtaatctaaaatgccaatgg

3587 HindIII-r P-cttttatccctaggttagtaatgggct
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3584 [-Scel-Template-f | ctcgagcatacttctccttt

3583 I-Scel-Template-r gctagaaaagaagaaaggag

3518 qPCR-r gtctacctattacgcatcaggcat

3517 qPCR-f gaaatatggcagacatggcacata

3297 siRNA4s-r caaaaagtaagagcgaatagtgtaatactcttgatattacactattcgetcttacg
3296 siRNA4s-f acctcgtaagagcgaatagtgtaatatcaagagtattacactattcgctcttactt
3295 siRNA4-r caaaaagattcagaaggaaatgtagtactcttgatactacatttccttctgaatcg
3294 siRNA4-f acctcgattcagaaggaaatgtagtatcaagagtactacatttccttctgaatctt
3293 siRNA3s-r caaaaagacttcacaaagggacgtaaactcttgatttacgtccctttgtgaagtcg
3292 siRNA3s-f acctcgacttcacaaagggacgtaaatcaagagtttacgtccctttgtgaagtctt
3291 siRNA3-r caaaaagtagaagaaccagacagttacctcttgagtaactgtctggttctictacg
3290 siRNA3-f acctcgtagaagaaccagacagttactcaagaggtaactgtctggttcttctactt
3289 siRNA2s-r caaaaaaacaaggagaacggcagttatctcttgaataactgcegttetecttgttg
3288 siRNA2s-f acctcaacaaggagaacggcagttattcaagagataactgcecgttctecttgtttt
3287 siRNA2-r caaaaaggtagaagaaccagacagttactcttgataactgtctggttctictaccg
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3286 siRNA2-f acctcggtagaagaaccagacagttatcaagagtaactgtctggttcttctacctt
3285 siRNA1s-r caaaaaagagatatgaggcagatgtaactcttgattacatctgcctcatatctetg
3284 siRNA1s-f acctcagagatatgaggcagatgtaatcaagagttacatctgcectcatatctcttt
3283 siRNA1-r caaaaagtgaaacagaattggtagaagctcttgacttctaccaattctgtttcacg
3282 siRNAI1-f acctcgtgaaacagaattggtagaagtcaagagcttctaccaattctgtttcactt
3249 SSV9-IScel-r aatcatcgatgaattccatagagcccaccgcatccccag

3248 SSV9-IScel-f atgcggccgcgctaggttgacattgattattgactag

3169 IF-IScel-r P-accggatccagttactttcaggaaagtticggaggagat

3168 IF-IScel-f P-tcctegagegcecaccatgatgggetacccttac

3167 Lin-TLR2-r P-catggtggcgctcgaggatcgaat

3166 Lin-TLR2-f P-gtaactggatccggtgagggcaga

3131 pQE-RPGR-r P-gctcctetectteatcatctteee

3130 pQE-RPGR-f P-gatccgaattctcagatcteggeg

2999 Teil A-IF-r cgagcatacttctcctttcctca

2998 Teil A-IF-f gacgacgacgacaagccaaga
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2.1.11 Antikorper

Tabelle 10: Verwendete Antikorper fiir Westernblots

Antikorper Erkennungssequenz Hersteller
GAPDH Cell Signaling
RPGR-ORF15mut EELEQPKLVEYSSEEKD Invitrogen

Alexa Fluor 488 Donkey anti-
rabbit IgG

2. Antikorper

Thermo Fisher

2.1.12 Gerite

Tabelle 11: Verwendete Geriate

Geriit Hersteller
Autoklav DX-65 Systec GmbH
BD Aria Il BD
BioDocAnalyze Biometra
BioPhotometer Eppendorf
Blotter BioRad
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Eismaschine Scotsman
Elektrophorese Powersupply Biometra
Fluoreszenz Mikroskop Keyence
Gelkammer Whatman Biometra
Inkubator Binder
Magnetriihrer IKA
Mikroskop VWR
Multiporator Eppendorf
PCR-Cycler T Professional Basic Gradient Biometra

PH Meter Mettler-Toledo GmbH
QiAxcel Qiagen

Realplex Mastercycler Eppendorf

Schiittler Vertomat H Sartorius

Sterilbank Invitrogen

Vortexer VWR
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Thermoblock Biometra
Waage Ohaus
Wasserbad TW12 Julabo
Zentrifuge AK15 Sigma
Zentrifuge 1-15 PK Sigma
Zentrifuge Micro 200 Hettich

2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.1 Kultivierung von Escherichia coli (E. coli)

E. coli-Zellen wurden generell bei 37°C entweder in einem Schiittler (Fliissigkulturen) oder in

einem Brutschrank (Agaroseplatten) iiber Nacht inkubiert.

2.2.2  Herstellung kompetenter Zellen fiir die Elektrotransformation

Fiir die Herstellung elektrokompetenter E. coli Bakterien wurde eine fiinf ml Ubernachtkultur aus
einem E. coli Glycerinstock unter Zugabe des entsprechenden Antibiotikums angeimpft. Am
ndchsten Morgen wurde daraus die Hauptkultur mit 200 ml LB-Medium und Antibiotikum
angeimpft. Diese wurde fiir zwei bis drei Stunden bei 37°C im Schiittler inkubiert und die OD
(optische Dichte) tiberpriift. Bei einer OD von 0,7 wurden die Bakterien fiir 20 Minuten auf Eis
heruntergekiihlt. Anschlieend folgte ein Zentrifugationsschritt fiir 10 Minuten bei 5100 x g und
4°C. Der Uberstand wurde im Anschluss verworfen, die Zellen wurden in 50 ml einer kalten ein
mM Hepes-Losung resuspendiert. Nach einem zweiten Zentrifugationsschritt (s.0.) wurden die

Bakterien mit 25 ml der HEPES-Losung gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Uberstand
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wurde verworfen und die E. colis in 10 ml kaltem, 10 prozentigem Glycerin resuspendiert. Nach
erneuter Zentrifugation wurden 5 ml des Glycerins hinzugegeben und ein letztes Mal
zentrifugiert. Dann wurden die Zellen in 500 pl Glycerin aufgenommen und in 50 pl Aliquots
aufgeteilt. Diese wurden mit Hilfe von Stickstoff tiefgefroren. Als Kontrolle wurden die
Bakterien mit 5 ul (50pg) des pUCI19 Vektors transformiert und auf einer Agaroseplatte
ausplattiert. Am néchsten Tag wurden die Kolonien ausgezédhlt, um die Kompetenz der Bakterien

zu tiberpriifen.

2.2.3 Elektrotransformation

Ziel der Elektrotransformation ist es, die Membran von E. coli-Zellen fiir kurze Zeit permeabel
zu machen, sodass fremd-DNA in die Zelle eingeschleust werden kann. Hierzu wurden
kompetente E. coli-Zellen (siehe 2.2.2) verwendet. Da diese bei -80 °C eingefroren worden
waren, wurden sie vor der Transformation flir zehn Minuten auf Eis aufgetaut. Anschliefend
wurden 50 pl dieser Bakterien mit 2-5 pl der zu transformierenden DNA versetzt. Der Ansatz
wurde in eine Elektroporationskiivette iiberfiihrt. Ein Elektroporator gab daraufhin einen kurzen
Impuls von 1350 V. Nach der Elektroporation wurden die Bakterien mit einem ml LB-Medium
versetzt und fiir eine Stunde bei 37 °C im Wiarmeschrank inkubiert. Anschliefend wurden 50 pl
der Bakterien auf Agaroseplatten ausplattiert. Die restlichen Bakterien wurden fiir fiinf Minuten
bei 4000 rpm zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellett resuspendiert. Dieses

wurde ebenfalls ausplattiert.

2.2.4 Chemische Transformation

Auch die chemische Transformation hat das Ziel, die Zellmembran der Bakterien fiir kurze Zeit
permeabel zu machen. Die chemische Transformation erfolgte nach Herstellerangaben fiir E.

coli-Zellen (Stellar Zellen, Invitrogen).
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2.2.5 Glycerin-Kulturen

Zur Herstellung von Glycerin-Kulturen wurden 800 pl einer 20 ml Ubernachtkultur der
transformierten Bakterien mit 500 pl Glycerin (87 %) versetzt und fiir 20 Minuten auf Eis

inkubiert. Die Kulturen wurden anschlieBend bei -80 °C eingefroren.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese dient dazu, DNA-Fragmente ihrer Grof3e nach aufzutrennen und
durch Einlagerung eines Farbstoffs (Ethidiumbromid/Gelred) sichtbar zu machen. Hierzu wird
ein Gleichspannungsfeld erzeugt, indem die DNA in Richtung der Anode liduft. Zur Herstellung
der Agarosegele wird bei einem hier verwendeten 1-prozentigen Gel die entsprechende Menge
Agarose eingewogen und in 1x TBE-Puffer geldst. Dieses Gemisch wird kurz aufgekocht, damit
sich die Agarose im Puffer 16st. Anschlieend wird der Farbstoff hinzugefiigt. Nach vollstdndiger
Aushédrtung des Gels werden die Proben mit DNA-Auftragspuffer versetzt und in die Taschen des
Gels aufgetragen. Dieses befindet sich nun in einer entsprechenden Kammer in 1x TBE-Puffer
als Laufpuffer. Durch Elektrophorese wird die Probe innerhalb einer Stunde bei 10 V/cm
aufgetrennt. Dank des integrierten Farbstoffs kann die DNA mittels UV-Licht sichtbar gemacht

werden.

2.3.2  Gel Extraktion

Die mittels UV-Licht detektierten DNA-Banden wurden zu Klonierungszwecken mit einem
Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten. Im Anschluss wurde die DNA durch das PCR clean-up
Gel extraction Kit von Macherey-Nagel nach Herstellerprotokoll aufgereinigt und in ddH,O

aufgenommen.
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2.3.3 Isolierung von genomischer DNA, Plasmid-DNA und RNA

Fiir die Isolierung von gDNA, Plasmid-DNA und RNA wurden Kits von Thermofisher Scientific,
Macherey-Nagel und Qiagen verwendet. Die Durchfithrung erfolgte nach Angaben der
Hersteller. Fiir die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen wurde je nach gewiinschter

DNA-Menge eine Mini-, Midi-, Maxi-, oder Megapriparation durchgefiihrt.

2.3.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren erfolgt mit Hilfe eines Photometers. Da DNA
Licht der Wellenlédnge 260 nm absorbiert, wird die Absorption in diesem Bereich gemessen. Eine
Absorption bei 260 nm von 1.0 entspricht dabei 50 pg/ml dsDNA bzw. 40 pg/ml ssDNA. Die
Messung der Absorption bei 280 nm (hier absorbieren Proteine Licht) und das Errechnen des

Quotienten von A260 und A280 geben Auskunft {iber die Reinheit der DNA. Wird dabei ein

Verhiltnis von 1.8-2.0 erreicht, wird von einer reinen Préparation ausgegangen.

2.3.5 Sequenzierung

Ziel der Sequenzierung ist die Uberpriifung von DNA. Im Anschluss an eine Klonierung und die
Kontrolle mittels Restriktionsenzymen erfolgt in der Regel die Sequenzierung. Dadurch soll
sichergestellt werden, dass die klonierte Sequenz den Erwartungen entspricht. AuBlerdem konnen
auch PCR-Fragmente mittels Sequenzierung analysiert werden. Fiir die Plasmid-Sequenzierung
wurden 12 pul DNA (ca. 100 ng/ul) mit 2 pl (5 pmol/ul) Primer gemischt und an LGC Genomics
versandt. Nach 1-2 Werktagen kann das Ergebnis der Sequenzierung zur Analyse online abrufen

werden.

23.6 PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode, um DNA selektiv zu amplifizieren.

Hierbei werden Sequenzinformationen der flankierenden Bereiche des zu vervielféltigenden
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Stiickes benotigt. Fiir diese Bereiche werden Oligonukleotid-Primer synthetisiert, so dass sie in
gegenldufiger Richtung an den komplementdren DNA-Strang binden kénnen und so die Ziel-
DNA einrahmen. Nach einer Hitze-Denaturierung werden die angelagerten Primer (annealing)
von einer hitzestabilen DNA-Polymerase verldangert (Elongation). Dieser Vorgang
(Denaturierung, annealing, Elongation) wird bis zu 35 mal wiederholt. Das bei jedem Zyklus
entstechende Fragment dient im darauffolgenden als Matrize, so dass eine exponentielle

Amplifikation stattfindet.

Wichtig fiir diese Reaktion ist eine hitzestabile Polymerase, da die Denaturierung der Template-
DNA bei 92-98 °C stattfindet. Verwendung findet in der Regel die Taqg-Polymerase, die ein
Temperaturoptimum von 72 °C besitzt, jedoch kein proofreading durchfiihrt. Auch die
TAKARA-Polymerase und die Phusion-Polymerase wurden in dieser Arbeit verwendet. Diese
Polymerasen besitzen eine 3'-5' Exonukleaseaktivitét, durch die es moglich wird, ein genaueres
PCR-Produkt zu erhalten. Nach Beenden der Reaktionen werden die PCR-Ergebnisse in der
Regel auf ein Agarosegel aufgetragen (5-10pul).

Der Standard-Ansatz hierzu enthilt folgende Reagenzien:

— 20 ng Template-DNA

— 2 pl 10 uM Primer forward

— 2ul 10 uM Primer reverse

— 5 ul dNTPs (je 2 mM)

— 1 x Tag-Polymerase-Puffer

— 1 pl Tag-Polymerase

— Mit Wasser auf 50 ul aufgefiillt.

Dazu wird ein Standard-PCR-Programm verwendet:

1. Initiale Denaturierung: 95°C - 2 min

2. Denaturierung: 95°C > 30sek
3. Annealing: 42-65°C - 30 sek
4. Extension: 72°C > 1 min/kb
5. Finale Extension: 72°C > 5 min

6. Pause: 4°C
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Die Schritte 2. bis 5. wurden 35 mal wiederholt. Die Annealing-Temperatur ist abhdngig vom

gewihlten Primerpaar und dessen Schmelztemperatur.

2.3.7 gPCR

Die qPCR (quantitative PCR oder real-time PCR) ist eine Form der PCR, die es dem Anwender
erlaubt, die Ausgangs-DNA zu quantifizieren. So lassen sich Riickschliisse auf die
Expressionsmuster vieler Gene schlieBen. Als Vergleich dazu dient stets ein Referenz-Gen (hier
GAPDH). Es gibt verschiedene Methoden, die DNA zu quantifizieren. In dieser Arbeit wurde der
Ct-Wert (cycle threshold) gewidhlt. Dieser Wert gibt den PCR-Zyklus an, an dem die
Hintergrund-Fluoreszenz erstmals liberschritten wird. Bei der qPCR wird zum Standard PCR-

Ansatz ein Fluorophor (LC Green) zugegeben, der in die DNA interkaliert.

- 1 ulcDNA

- 0.8 ul 10 uM Primer forward

— 0.8 ul 10 uM Primer reverse

— 3.2 uldNTPs (je 2 mM)

— 1 x Tag-Polymerase-Puffer

— 0.2 pl Tag-Polymerase

— 2 pl LC Green

— Mit Wasser auf 20 ul aufgefiillt.

2.3.8 Reverse Transkription

Nachdem RNA aus den entsprechenden Zellen isoliert worden ist, kann sie mittels reverser
Trankription in cDNA umgeschrieben werden. Die Durchfithrung erfolgte nach dem Protokoll

des Herstellers.

41



2.3.9 RNA-Qualititskontrolle

Fiir die Qualitdtskontrolle der gesamt RNA nach Extraktion wurde eine Kapillarelektrophorese
(QiAxcel) durchgefiihrt. Hierbei wird die ribosomale RNA (rRNA) in Form von Banden &hnlich
des Agarosegels dargestellt. Bei guter RNA-Qualitét sind die ribosolamen Untereinheiten 5S,18S

und 28S klar zu erkennen.

2.3.10 DNA-Verdau durch Restriktionsenzyme

Eine Methode zur Uberpriifung eines Plasmids oder eines PCR-Fragments ist der Verdau der
DNA durch Restriktionsenzyme. Enthélt ein Plasmid beispielsweise nur eine Schnittstelle fiir ein
bestimmtes Restriktionsenzym, wird das Plasmid linearisiert. Mit Hilfe der Gelelektrophorese
kann dessen GroBe bestimmt werden. Ublicherweise werden etwa 500 ng DNA verwendet, die
mit 0.2 bis 0.5 U Enzym und 1x Puffer (wird vom Hersteller mitgeliefert) versetzt werden. Auch
das Temperaturoptimum des eingesetzten Restriktionsenzyms wird vom Hersteller angegeben, es
liegt in den meisten Féllen bei 37 °C. Die DNA wird fiir eine Stunde bei der entsprechenden
Temperatur mit dem Enzym versetzt. AnschlieBend kann man das Enzym in den meisten Fillen
(auch hier gelten Herstellerangaben) durch Hitze denaturieren oder die DNA mittels DNA-
Aufreinigung isolieren. Der DNA-Verdau durch Restriktionsenzyme findet auch Verwendung bei
der Klonierung. Hier konnen Sequenzen durch Restriktionsenzyme beispielsweise aus Plasmiden

»ausgeschnitten* werden, um diese in einem anderen Kontext einzubauen.

2.3.11 SURVEYOR-Assay

Der SURVEYOR-Assay dient der Detektion von non-homologous end joining, einem zelleigenen
Reparatursystem. Mit Hilfe dieses Assays kann auBerdem nachgewiesen werden, ob eine
spezifische Restriktionsendonuklease einen DSB in die DNA eingefiigt hat. In einem ersten
Schritt wurden HEK293-Zellen mit der Homingendonuklease I-Scel transfiziert. Hierdurch sollte
an einer spezifischen Stelle ein DSB in der DNA erzeugt werden, der im Anschluss von der Zelle
durch NHEJ repariert wird, wodurch verschiedene Insertionen und Deletionen entstehen (Abb.

11). Uber diese Sequenz wird eine ca. 500 bp umfassende PCR durchgefiihrt. Hierbei ist wichtig,
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100 ng Ausgangs-DNA einzusetzen. Die PCR Produkte, die entsprechend ihrer Vorlage im
Bereich der Schnittstelle verschiedene Insertionen und Deletionen umfassen, werden denaturiert
und in einem weiteren Schritt wieder aneinander gelagert. So entstehen missmatches im Bereich
der Schnittstelle, da sich hier verschiedene Kombinationen aus Insertionen und Deletionen
anlagern. Im Anschluss wird ein 15-miniitiger Verdau bei 37°C mit der T7E1-Endonuklease
durchgefiihrt. Diese erkennt und schneidet missmatches, wodurch das PCR-Produkt im Bereich
der urspriinglichen Schnittstelle verdaut wird. Zum Schluss kann das Ergebnis mit Hilfe der

QiAxcel ausgewertet werden.
Ansatz fiir Verdau durch T7E1:

— 500 ng DNA
— 2 ul Puffer
- 1 ulT7E1

- H,O

PCR uber Schnittstelle

— —
‘ — —
—— —
— —
_—
—_—
—_—

/ denaturieren
—_—
e
Abbildung 11: SURVEYOR-Assay

Durch Transfektion mit der Nuklease (roter Balken) wird ein Doppelstrangbruch (DSB) in der DNA der Zielzelle
erzeugt. Hierdurch wird das non-homologous end joining (NHEJ) angeregt und es entstehen Insertionen und
Deletionen (Indels, griiner Balken). Im Anschluss erfolgt eine PCR Uber die vorherige Schnittstelle, das PCR-Produkt
wird denaturiert und wieder angelagert.
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2.3.12 In-Fusion-Klonierung

Die In-Fusion-Klonierung der Firma Takara ermdglicht die Integration beliebiger Fragmente in
jeden Vektor an einer beliebigen Stelle. Hierzu sind keine Restriktionsenzyme notwendig.
Stattdessen wird mittels PCR sowohl an den Vektor als auch an das Insert ein Uberhang
generiert, der Teile des jeweils anderen enthélt. Es kann jedoch auch der Vektor oder das Insert
mittels Restriktionsverdau vorbereitet werden und nur der andere Teil durch PCR entsprechend
manipuliert werden. Die In-Fusion-Klonierungen wurden nach Protokoll des Herstellers

durchgefiihrt.

2.3.13 TOPO™ Cloning

Durch Verwendung des TOPO™ TA Cloning Kits der Firma Thermo Fisher konnen PCR-
Produkte, die mittels Taq-Polymerase amplifiziert wurden, direkt in einen pT-Vektor kloniert

werden. Es wurde nach Herstellerangaben verfahren.

2.3.14 shRNA-Klonierung

Fiir die Herstellung der shRNAs wurde das psiRNA-h7SKGFPzeo Kit der Firma Invivogen
eingesetzt. Die Klonierung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Der Vektor enthélt einen
h7SK-Promotor, eine gfp Kassette und eine Zeocin Kassette. Die integrierten siRNAs wurden mit

Hilfe des Onlinetools siRNA Wizard (www.sirnawizard.com) ausgewéhlt.

2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Kultivieren und Passagieren von HEK293-Zellen

Das Kultivieren von HEK293-Zellen erfolgte in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
unter Zugabe von 10 % FKS, 2mM L-Alanyl-L-Glutamine, 100 U Penicillin und 100 mg/ml
Streptomycin. Die Zellen wurden bei 37°C und 10 % CO, auf 10 cm? groBe Kulturschalen im
Brutschrank kultiviert. Um ein optimales Wachstum zu gewéhrleisten, wurden die HEK293-

Zellen zwei mal pro Woche geteilt. Hierbei wurde zuerst das Kulturmedium abgenommen, die
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Zellen wurden anschlieBend mit Accutase versetzt und fiir fiinf bis zehn Minuten im Brutschrank
bei 37°C inkubiert, um die Adhédrenz aufzulosen. Dann wurde die Reaktion mit DMEM
abgestoppt und die Zellen mit 1xPBS gewaschen. Im Anschluss wurde 1/10tel der Zellen auf eine

neue Kulturschale ausgebracht.

2.4.2 Transfektionen

Transfektionen dienen der Plasmidaufnahme eukaryotischer Zellen. Man unterscheidet die
physikalische und die chemische Transformation. Bei der physikalischen Transformation werden
die Zellen beispielsweise durch Elektroporation kurzzeitig permeabilisiert. In dieser Arbeit wurde
die chemische Transformation mit Hilfe von Polyethylenimin (PEI) verwendet. PEI bildet einen

Komplex mit der DNA und wird von der Zielzelle aufgenommen.

Ansatz fur 10 cm Zellkulturschalen:

— 300 pul NaCl (150 mM) werden mit 10 pg Plasmid-DNA mittels Vortexen vermischt

— 600 pl PEI werden unter erneutem Vortexen hinzugegeben und fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert

— die zu transfizierenden Zellen werden mit frischem Kulturmedium versetzt und der PEI-
Ansatz wird tropfenweise hinzugegeben.

— Nach 7 Stunden wird das Medium gewechselt

2.4.3 Herstellung von AAVs

Die Herstellung Adeno assoziierter Viren fiir die in vivo Transduktion erfolgte sowohl am
Universitétsklinikum Nantes in Frankreich als auch im Labor von John Neidhardt in Oldenburg.

Die Viren wurden durch HEK293-Transfektion erzeugt.
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2.4.4 Dissoziation von Retinazellen der Maus

Die Dissoziation der frisch entnommenen Mausretinae erfolgte unter Einsatz des Papain-Kits von
Worthington. Das Standard-Protokoll des Herstellers wurde etwas verdndert. Die Losungen
wurden wie vom Hersteller beschrieben angesetzt. Nach der Préparation wurden die Retinae in

1x HBSS fiir maximal 90 Minuten vor der Dissoziation gelagert.

* Tube 1: Papain
e Tube 2: DNAse + EBSS
e Tube 3: Tube 4 1:10 verdinnt in EBSS

* Tube 4: Ovomucoid/ Bovine Serum albumin je 10 g/ml in EBSS

Fiir die Dissoziation wurde Tube 1 aufgetaut und im Inkubator mit offenem Deckel fiir 15 bis 30
Minuten mit CO, gesittigt. Die isolierte Retina wurde in dieses Tube gelegt und fiir 45 Minuten
bei 37°C und 700 rpm auf dem Riitteltisch platziert. Wahrenddessen wurden Tube 2 und 3
aufgetaut, ineinander Uberfiihrt und zusammen mit Tube 4 fiir etwa 20 Minuten mit CO;
angereichert. Die Retina wurde mit einer 2.5 ml Pipette (auf 250 ul eingestellt) ca. 10 mal unter
Sichtkontrolle vorsichtig resuspendiert, bis keine Zellklumpen mehr sichtbar waren.
Anschlieend wurde Tube 2/3 dazu gegeben und invertiert. Dann gab man 250 pl aus Tube 4
hinzu und invertierte erneut. Fiir einen Pufferwechsel wurden die Zellen bei 300 x g fiir 5
Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in

dem gewiinschten Puffer resuspendiert.

2.5 Biochemische Methoden

2.5.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen mittels Bradford

Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentrationen wurde der Bradford-Test durchgefiihrt. Hierbei
wird die Komplexbildung des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue mit unpolaren Seitenketten
von Proteinen ausgenutzt. Durch die Bindung an Proteine verdndert sich das
Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 470 nm auf 595 nm. Der Extinktionskoeffizient wird
durch die Komplexbildung stark erhoht, wodurch die Proteinkonzentration bei 595 nm mittels des

Photometers gemessen werden kann.
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2.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist eine Methode, mit der Proteine nach ihrem
Molekulargewicht in einem elektrischen Feld aufgetrennt werden konnen. Hierzu wurden die
Proteine mit einem SDS-haltigem Tris/HCI-Glycin-Puffersystem nach Ldmmli (1970)
aufgetrennt. Uber dem Trenngel mit pH 8.8 befand sich ein Sammelgel mit pH 6.8.

Tabelle 12: Zusammensetzung SDS-Gel

Trenngel (10 %) Sammelgel (4 %)

30 % Acrylamid (1:29) 30 % Acrylamid (1:29)
1.5 M Tris/HCI pH 8.8 1.5 M Tris/HCI pH 6.8
20 % SDS 20 % SDS

10 % APS 10 %APS

TEMED TEMED

H,O H,O

Die Polymerisation startet durch Zugabe von TEMED und dem Katalysator APS, welche deshalb
unmittelbar vor dem Gieflen der Gele dazugegeben worden sind. Zur Ausbildung einer glatten
Gelkante wurden die Trenngele bei der Polymerisation mit Ethanol iiberschichtet. Erst nach der
Polymerisation der Trenngele wurden die Sammelgele gegossen. In die Sammelgele wurden vor
der Polymerisation Gelkdmme gesteckt. Nach Zusammenbau der Gelkammer wurde die
Apparatur mit 1x SDS-Laufpuffer gefiillt. Die Proteinproben wurden mit LAP-Probenpuffer
versetzt. Das Gel wurde fiir eine Stunde mit einem Spannungsfeld von 35 mA und 200 V
versetzt. Anschlieend wurde das SDS-Gel fiir einen Westernblot weiter verwendet oder mit

Coomassie Brilliant Blue liber Nacht gefarbt und am néichsten Tag analysiert.
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2.5.3 Westernblot

Der Westernblot ist eine gingige Methode, um Proteine mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers
zu detektieren. Hierfiir werden Proteine zundchst mittels der SDS-PAGE nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Die sich nun im SDS-Gel befindenden Proteine werden durch das
Anlegen eines elektrischen Feldes auf eine Membran transferiert (Blotting). Hierbei werden drei
Verfahren unterschieden: Dry-Blot, Semi-Dry-Blot und Tank-Blot. In dieser Arbeit wurde das
Semi-Dry-Blot-Verfahren genutzt. Neben der hier verwendeten PVDF-Membran werden noch
zwei dicke und zwei diinne Filterpapiere bendtigt. Diese werden zusammen mit dem SDS-Gel
und der Membran in einen Transferpuffer getaucht. Im Anschluss werden die Membran und das
Gel ummantelt von Filterpapieren in den Blotter eingelegt. Es wird ein Spannungsfeld von 100 V

fiir 15 Minuten angelegt.

In einem néchsten Schritt wird die Membran fiir eine Stunde mit Milchpulver blockiert. Dadurch
wird die Anheftung weiterer Proteine an die Membran verhindert. In dieser Arbeit wurde eine 5-

prozentige Milchpulverlosung in 1 x TBS verwendet.

Im Anschluss erfolgte ein kurzer Waschschritt mit 1 x TBS fiir 10 Minuten um die

Blockierlsung zu entfernen.

Dann erfolgt die Inkubation des ersten Antikdrpers, der in 1 x TBS verdiinnt wird fiir 1 bis 12
Stunden. Der Erstantikdrper bindet ein spezifisches Epitop im Ziel-Protein. Nach der Inkubation
wird die Membran drei mal fiir 10 Minuten mit 1 x TBS gewaschen. Der Zweitantikérper bindet
an den Fc (crystallisable fragment)-Teil des Erstantikorpers. Der Zweitantikorper dient der
Detektion des Zielproteins und ist daher an ein Reporterprotein gekoppelt. Die Inkubationszeit
mit dem ZweitantikOrper betridgt ein bis zwei Stunden. Im Anschluss wird die Membran drei mal

gewaschen und es erfolgt die Detektion.

Bei der Detektion wird eine ECL (Elektrochemolumineszenz)- Losung 1:1 mit Wasser gemischt
und fiir drei Minuten auf die Membran gegeben. In einem letzten Schritt erfolgt die Detektion im
Fotolabor. Hierfiir wird ein Film in einer Kassette fiir einige Sekunden auf die Membran
gegeben. Der Film wird im Anschluss in Entwickler-Losung geschwenkt, kurz in Wasser
abgewaschen und fiir 30 Sekunden in Fixierlosung geschwenkt. In einem letzten Schritt wird der

Film in Wasser gewaschen.
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2.5.4 FACS (fluorescence-activated cell sorting)

Die FACS-Methode, auch Durchflusszytometrie genannt, erlaubt es, Zellen nach bestimmten
Eigenschaften anzureichern. Hierbei kann es sich um Fluoreszenzsignal, GroBe oder Form
handeln. In dieser Arbeit erfolgte die Anreicherung GFP-positiver Zellen, sowie Photorezeptoren.
Bei der Durchflusscytometrie werden die zu untersuchenden Zellen mit einem Laser bestrahlt,
das entstehende Signal wird detektiert und die fluoreszierenden Zellen werden in ein Tube

aufgenommen.

Vorbereitung der Zellen:

Kultivierte HEK293-Zellen werden mit 150 mM Accutase versetzt, um sie schonend von der
Zellkulturschale zu 16sen. Nach 10-miniitiger Inkubation im Brutschrank wird die Reaktion mit
Kulturmedium abgestoppt. Die Zellen werden im Anschluss mit 1x PBS gewaschen und in
Sorting-Puffer liberfiihrt. Die Zentrifugationsschritte erfolgen fiir 5 Minuten bei 300 x g. Die
Zellen werden auf 10 Millionen Zellen pro Milliliter eingestellt. Dies entspricht dem fiir das

FACS optimalen Verhéltnis.

Zellen der Mausretina wurden nach erfolgter Dissoziation (vgl. Kap. 2.4.4) ebenfalls in Sorting-

Puffer aufgenommen und entsprechend dem Protokoll fiir HEK-Zellen behandelt (s.0.).

2.6 In vivo Methoden

Die in vivo Methoden wurden von Dr. Brigitte Miiller, Barbel Schifer und Annabella Janise

durchgefiihrt.

2.6.1 Subretinale Injektion bei Mausen

Fiir das Einbringen von Fremd-DNA wurden AAVs bei Méusen subretinal injiziert. Die Miuse
wurden zundchst durch Intraperitoneal-Injektion von Xylazine und Ketamine anésthetisiert . Die

Pupille wurde durch Tropfen mit 1 % Tropicamide geweitet. 1 pl der Vektor-Losung wurde
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mittels einer Spritze (Hamilton, Reno, NV) mit glatter, 34-gauge-Nadel in den subretinalen Spalt

(zwischen Retina und Pigmentepithel) gegeben.
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3. Ergebnisse

3.1 Modelle und Antikorper-Generierung

Im ersten Teil dieser Arbeit wird auf die Generierung der in vitro Modellsysteme eingegangen
(Abb. 12). Es wurde mittels mehrerer Schritte aus der cDNA der B6J.Sv129-Rpgr™"* Mauslinie
ein Vektor zur Genexpression des mutierten Rpgrs hergestellt. Des Weiteren wurde ein
Zellkultur-Modell aus einer stabilen HEK293-Zelllinie generiert, die den mutierten ORF15-Teil
des Rpgr-Gens beinhaltet. AuBlerdem wurde ein spezifischer Antikorper fiir das ORF15
hergestellt und getestet.

Uberblick
Modelle/Antikorper-Generierung

-~ ! ™

RPGR Proteinexpression Zellkultur Spezifischer Antikorper

! ! !

cDNA RPGR-Maus, Stabile Zelllinie Antikorper-Produktion

5% ORF15
/ \ ’RK-richJ
Teil A | ... Teil B - o
‘p——-3" 5F——3
S Bindung AK
Teil A Spezifitatstest des
CMV Teil B Antikorpers

Abbildung 12: Uberblick der verwendeten Modelle und der Antikérper-Generierung.

Fir die Klonierung des Rpgr-Transgens wurde die cDNA der B6J.Sv129-Rpgr™*"®-Maus genutzt (links). Das
Zellkultur-Modell besteht aus einer HEK293-Zelllinie, in die der ORF15-Teil (Teil B) des mutierten Gens stabil
integriert wurde (Mitte). Es wurde ein spezifischer Antikorper fir den ORF15-Bereich des Gens hergestellt und
getestet (rechts).
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3.1.1 Klonierung Rpgr-ORF15™"

In einem ersten Schritt ging es darum, ein Plasmid herzustellen, welches unter Kontrolle eines
CMV-Promotors das mutierte Rpgr-ORF15 produzieren kann. Die Sequenz sollte homolog zur
Sequenz der B6J.Sv129-Rpgr™"*® Mauslinie sein, um im Vorfeld zu den in vivo-Versuchen die
Strategie in der Zellkultur zu testen. Da das Exon Orfl5 aus einer hochrepetitiven Sequenz
besteht, wurde das Gen in zwei Teilen kloniert. Als erstes wurde der vordere Teil des Gens, der
keine repetitiven Sequenzen enthdlt (Teil A), mittels In-Fusion-PCR in einen pET19b Vektor
kloniert (Abb. 13, A). Als Vorlage diente der Vektor, der genutzt wurde, um die B6J.Sv129-
Rpgr™"*® Mauslinie herzustellen. Um passende Schnittstellen zu erhalten, wurde der zweite Teil
des Gens, der viele repetitive Sequenzen enthilt, in einen pT-Vektor kloniert (Teil B). Dies
erfolgte iiber eine PCR und anschlieBende A-Uberhang-Generierung, um das Insert in den pT-
Vektor zu klonieren (Abb. 13, B). Das Zusammenfiigen der beiden Teile im pET-19b-Vektor
erfolgte mittels Ecorl-Verdau und anschlieBender Ligation mit der T4-Ligase. Es wurde ein
Verhiltnis von 3:1 Insert zu Vektor gewdhlt. Die Transformation erfolgte in Top10-Zellen. Die
Klone wurden am nichsten Tag gepickt und kultiviert. Nach weiteren 12 Stunden wurde die
DNA aufgereinigt und die Klone mittels Ndel-Verdau iiberpriift. Abbildung 13, C zeigt, dass die
Klone 5, 7, 9 und 10 die erwarteten BandengroBBen von 6364, 2041, 967 und 432 bp besitzen.

Im Anschluss wurden diese Klone sequenziert. Da sich der pET-19b-Vektor aufgrund des
fehlenden eukaroytischen Expressionssystems nicht fiir die Proteinproduktion in HEK293-Zellen
eignet, wurde das Gen in einen pcDNA3+ Vektor umkloniert. Hierbei wurde der Vektor zuerst
mit BamHI geschnitten und im Anschluss mittels In-Fusion-PCR fiir die Ligation vorbereitet.
Das Insert wurde mit Ncol und BamHI geschnitten und aufgereinigt. Nach der In-Fusion-
Ligation wurden positive Klone gepickt und in Kultur genommen. AnschlieBend wurde die DNA
aufgereinigt. Es folgten ein Kontrollverdau mit ApaLl (Abb. 13, D) sowie als letzter Schritt die

Sequenzierung des positiven Klons.
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Abbildung 13: Klonierung des Rpgr-ORF15™"

A: Agarosegel des vorderen Teils des Rpgr (Teil A). Die erwartete Grofte nach Klonierung des vorderen Teils des
Gens liegt bei 2125 bp. B: Agarosegel des hinteren Teils des Rpgr (Teil B). Die GroRe der Bande liegt bei den
erwarteten 2305 Bbp. C: Kontrollverdau des pet19b Vektors mit integriertem Rpgr—ORF15m”t. Der Verdau erfolgte mit
Ndel. Die erwarteten BandengrofRen liegen bei: 6364, 2041, 967 und 432 bp. D: Kontrollverdau mit ApalLl. 1: Klon1.
Die erwarteten Bandengrofen liegen bei: 5379, 2686 , 1243, 288 bp. M: Marker, Bp: Basenpaare.

3.1.2 Generierung eines Zellkultur-Modells

Im Vorfeld dieser Arbeit wurde eine HEK293-Zelllinie hergestellt, die einen Teil des mutierten
RPGR-Gens stabil exprimiert und im folgenden als Zellkultur-Modell verwendet wurde. Zur
Herstellung der Zelllinie wurde zuvor der hintere Teil des Rpgr-ORF15™" in einen pcDNA3-
Vektor kloniert (Abb. 14), der eine Geniticin-Resistenz besitzt. Die Zielsequenz besteht demnach
aus der mutierten ORF15-Spleilvarante des Gens, die den repetitiven Teil und die sich kurz

dahinter befindenden I-Scel-Schnittstelle umfasst.

53



ORF15 I-Scel

CMV RK-I’iChJ |

\ AN \__{

Abbildung 14: Schematische Darstellung des ORF15™"

Hinterer Teil des Rpgr-Gens, der in HEK293-Zellen stabil integriert wurde. Roter Balken zeigt die I-Scel-Schnittstelle
an. RK-reicher Teil steht fur die Arginin- und Lysin-reiche Sequenz des mutierten Genprodukts. CMV:
Cytalomegavirus Promotor.

HEK293-Zellen wurden mit diesem Vektor transfiziert, im Anschluss wurde das Nahrmedium
mit dem Antibiotikum Geniticin versetzt. Unter Verwendung des Antibiotikums bildeten sich
einzelne Zellkolonien, die in separate Zellkulturplatten iiberfiihrt wurden. Diese wurden mittels

PCR und Sequenzierung auf die Anwesenheit des Zielgens gepriift und anschlieBend kultiviert.

3.1.3 Herstellung eines spezifischen RPGR-ORF15™" Antikdrper

Um die Proteinsynthese des mutierten RPGR-ORF15 zeigen zu kdnnen, wurde ein spezifischer
Antikorper produziert. Dieser wurde mit Hilfe eines Online-Tools der Firma Life Technologies
ausgewahlt. Die Sequenz erkennt ausschlieBlich die ORF15-Spleillvariante des Proteins (Abb.
15).
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Wt- Sequenz

Mut- Sequenz

SGHIDDDDKPRGSRWGSQGVGQHLRLNRVAPAIFPKQAQIPFAGFGMAES
ESLVPDTGAVFTFGKTKFAENIPSKFWFKNDIPICLSCGDEHTAIVTGNNKLY
MFGSNNWGQLGLGSKAAIIKPTCIKALKPEKVKLAACGRNHTLVSTDTGGVY
AAGGNNEGQLGLGDTDDRDTFHQIVFFTPADTIKQLSAGANTSAALTEDGK
LFMWGDNSEGQIGLEDKSNVCIPHEVTVGKPISWISCGYYHSAFVTMDGEL
YTFGEPENGKLGLPNELLMNHRSPQRVLGIPERVIQVACGGGHTVVLTEKVV
YAFGLGQFGQLGLGTFLFETSEPKIERIKDQKICHISCGENHTALMTELGLLYT
FGDGRHGKLGLGMENFTNQFFPTLCSNFLRFAVQLIACGGCHMLVFATPRL
GTIDEPKFEDVYEPYISTGSFSINDLSPRSSLNRSLSARLRRRERERPPCSASMV
GTLPPLEGTSASTSAYFYPSSPPFHLSVNNYPEKSPSESMEPLDSDYFEDKMN
KDTETENSSAVDSENFGETNDILNMTHMMTTSSNEKLLDFSPIQKQQNQDT
FEKVMESTPCTENEDSYEYEEMSKIKEVTVYKQYLAKGIYMIRPAEILEAFSDE
EVGNGLDQVEEPRVFTDGKGLQSKQVGKESDEEIVSEKKTEVMEVADVKKI
RESEENSKSDSLFDDLPDKTMNSESEDNKDIAEERRSSEQN
MTFDSETELVEEPDSYMECERHSEQDSALEELEQPKLVEYSSEEKDEKDEKDD
DEVETENLWYDRNCTEQETENVFRATRFFPKFDLKHDHLSGIPEEQEGPEDS
EGNVVVEQVVQAQKENLEFEGDRKEAKAEAPSDVITEKEVSESERESGGERE
DGSEGDGDQICEKVSLETEHLQRAQGKQERKKGKDKRARCILDMKEREEDK
GWEKGSEGGDKMRGMKETKRKGRKRWKKEMQEMKEVKKRKGRKKSQK
RGKKRKEERKKKAHQRIKVGRMKEIGKRKKGEGRGREGKKMGEKGGRKER
SKNRRRKLRKVKRKRGKERKKGERKRGKARGRERKKGRERKKGRET

Abbildung 15: Aminosiuresequenz RPGR-ORF15™"
Der obere Teil zeigt die wildtyp-Sequenz des RPGR-ORF15, der untere Teil die mutierte Sequenz. Der Absatz
beschreibt den Beginn des Exon-Orf15. Die Bindungsstelle fiir den RPGR-Antikdrper ist in blau dargestellt. Der rot
markierte Bereich zeigt die RK-reiche Sequenz, die in orange dargestellte Sequenz zeigt die repetitive Region

(GRERKKGRERK).

Nachdem die Firma Life Technologies den Antikorper produziert hatte, wurde er sowohl

histologisch (sieche Anhang) als auch im Westernblot getestet (Abb. 16). Hierfiir wurden

HEK293-Zellen mit dem Vektor Rpgr-ORF15™" transfiziert und nach 48 Stunden geerntet.

Mithilfe der daraus erlangten Gesamtproteine wurde ein Wensterblot mit dem ORF15-Antikorper

durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich im Vergleich zu untransfizierten HEK293-Zellen eine einzelne,

klar zu erkennende Proteinbande (Abb.16).
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Abbildung 16: Westernblot nach Rpgr-ORF15™" Tranfektion von HEK293-Zellen
T: Beschreibt die mit dem Vektor R,ogr—ORF15mUt transfizierten Zellen. uT: untransfizierte Zellen als negativ-Kontrolle.
GAPDH diente als Kontrolle des Westernblots.

3.2 Strategien der Gentherapie

Wie einleitend beschrieben wurden fiir die Entwicklung einer die XLRP betreffenden

Gentherapie zwei verschiedene Strategien verfolgt.

Bei der RNAI soll das Genprodukt des mutierten Rpgrs nicht gebildet werden. Die entsprechende
mRNA wird durch das Einfligen einer siRNA abgebaut, die komplementédr zur Ziel-mRNA ist.
Somit kann die Proteinbiosynthese nicht stattfinden. In dieser Arbeit wurden vier verschiedene

siRNAs getestet. Hierfiir wurde das in Kap 3.1 beschriebene Zellkultur-Modell verwendet.

Das genome editing wurde mittels der Hominigendonuklease [-Scel durchgefiihrt, deren
Schnittstelle sich direkt hinter der ORF15-Region des Rpgr-Gens im B6J.Sv129-Rpgr™'se-
Mausmodell befindet. Die auf den Doppelstrangbruch folgenden Reparaturmechanismen NHEJ
und HR wurden zunéchst mittels des Zellkultur-Modells (Kap. 3.1) getestet, im Anschluss

erfolgte die Durchfiihrung in vivo.
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3.3 RNA-Interferenz

3.3.1 Quantitative Analyse der knockdown Effizienz durch siRNA

Mittels des Onlinetools www.sirnawizard.com wurden vier verschiedene siRNAs ausgewéhlt, die

zum Bereich des Rpgr-ORF15 komplementér sind. Drei der siRNAs binden vor der repetitiven
Sequenz im Exon ORF15, die vierte siRNA bindet in der repetitiven Region (Abb.17).

ORF15

Exon 1-13 RK-rich

siRNA2 SiRNA3
siRNA1

... TGACAGTGAAACAGAATTGGTAGAAGAACCAGACAGTTACA

TGGAATGTGAGAGGCACAGTGAGCAAGACAGTGCTGAGGAGT
TGGAGCAGCCCAAGCTAGT

siRNA4

Abbildung 17: Bindestellen der verwendeten siRNAs
SiRNA 1,2 und 3 liegen vor der repetitiven Sequenz des ORF15. SiRNA 4 liegt im repetitiven Bereich (grau) des
mutierten Gens.

Die siRNAs wurden in Form von shRNAs in den Vektor psih7SKGFPzeo kloniert. Neben den
vier siRNAs wurde auBlerdem pro siRNA eine Kontrolle in Form von einer scrambled siRNA
(scsiRNA) kloniert. Diese Kontrollen besitzen die gleiche Anzahl und die gleichen Nukleotide
wie die siRNA, jedoch in anderer Reihenfolge. Die Sequenzen fiir die vier verschiedenen siRNAs

und die jeweilige scrambled-Kontrolle wurden wie in Tabelle 13 beschrieben gewahlt.

57



Tabelle 13: Sequenzen der verwendeten siRNAs

siRNA Target-Sequenz Scrambled-Sequenz GC-Gehalt (%)
52 3) 52>3)

1 GTGAAACAGAATTGGTAGAAG | AGAGATATGAGGCAGATGTAA | 38 1()

2 GGTAGARGAACCAGACAGTTA | AACAAGGAGRACGGCAGTTAT | 42 86

3 GTAGAAGRACCAGACAGTTAC | GACTTCACARAGGGACGTARA | 42 86

4 GATTCAGAAGGAAATGTAGTA | GTAAGAGCGAATAGTGTAATA | 33 33

Abbildung 18, A zeigt exemplarisch einen Kontrollverdau mit Ncol der shRNA4 im
psih7SKGFPzeo-Vektor. Der Vektor h7SK besitzt neben dem 7SK RNA-polymerase-III-

Promotor einen CMV-Promotor und ein griin fluoreszierendes Protein (gfp) (Abb. 18, B).

HEK?293-Zellen wurden mit den vier verschiedenen shRNAs und deren scshRNAs transfiziert

und nach 24 Stunden ausgewertet. Mit Hilfe des GFP konnten die positiv transfizierten HEK293-

Zellen iiber FACS angereichert werden. Zundchst wurde unter dem Fluoreszenz-Mikroskop

kontrolliert, ob die Transfektion erfolgreich war (Abb. 18, C).
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Abbildung 18: RNA-Interferenz

A: Kontrollverdau siRNA4. Linearisiert mit Ncol: 3591 bp erwartet. Bp: Basenpaare, M: Marker, 1: Klon1.B:
Schematische Darstellung der siRNA-Expressionskasette. H7sK (human 7SK RNA polymerase Il promotor)
beschreibt den siRNA-Promotor. SiRNA steht flir die vier verschiedenen siRNAs, die verwendet wurden. Das

Reportergen gfp wird durch einen CMV (Cytomegalovirus) Promotor exprimiert. C: HEK293-Zellen, 24 h nach
Transfektion mit sSiRNA2. Griin fluoreszierende Zellen sind transfizierte Zellen.

In Abbildung 19 sind die Ergebnisse der FACS-Messung der siRNA2 exemplarisch dargestellt.
15.4 % der Zellen wurden als GFP-positiv erkannt, vergleichbar mit der Sichtkontrolle aus
Abbildung 18, C. Die Effizienzen lagen fiir alle transfizierten siRNAs bei 15 bis 30 % (Tabelle
14). Fiir die weitere Analyse der Expression des Rpgr mittels qPCR wurden die GFP-positiven

Zellen angereichert.
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Abbildung 19: Sort report siRNA2
A: FSC-A: forword scatter, beschreibt die GroRe der detektierten Zellen, GFP-A zeigt die griine Fluoreszenz an. Die
eingerahmten Zellen (GFP+, lila) wurden durch das FACS-Gerat angereichert. B: P1 bis P3 gibt die verschiedenen
Gates an, hier werden lebende Zellen gegated und Duplexe ausgeschlossen. Events: Zellen/Zelltrimmer die
insgesamt vom FACS-Gerat gezahlt wurden. % Parent: Anteil der Zellen, die mit dem vorherigen Gate
Ubereinstimmen. % Total: Anteil der Zellen im Gate ausgehend von den Events insgesamt.

Population | # Events % Parent % Total
All Events 100,000 100.0
P1 (lebende | 40,371 40.4 40.4
Zellen)

P2 38,341 95.0 38.3
(Duplexe)

P3 35,967 93.8 36.0
(Duplexe)

GFP+ 14.442 42.9 14.4

Tabelle 14: Transfektionseffizienz nach siRNA-Transfektion nach FACS-Analyse

siRNA Transfektionseffizienz (GFP positiv in %)
1 15.4,22.1, 14.6

Sc 1 21.1,13.4,20.3

2 16.3,15.4,21.6

Sc2 209,11.4,12.1

3 15,27.4,15.7

Sc3 20, 15.4,26.6

4 14.8,23.1,24.2

Sc 4 17.8,20.2,22.4
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Nach der RNA-Isolation aus den GFP-positiven Zellen wurde eine RNA-Qualititskontrolle
durchgefiihrt. Exemplarisch ist in Abbildung 20, A die RNA-Qualitidtskontrolle der RNA aus mit
siRNA4 transfizierten Zellen dargestellt. Die {iberpriifte RNA wurde in cDNA umgeschrieben,
dann erfolgte die Auswertung mittels qPCR. Dies geschah mit Hilfe der ddCT-Analyse gegen das
Referenz-Gen GAPDH. Fiir jede siRNA erfolgten drei Transfektionen. Jede RNA wurde dreimal
umgeschrieben und jede qPCR zweimal durchgefiihrt. Um Nebenbanden ausschlieBen zu kdnnen,
wurden alle qPCR-Produkte mittels Gelelektrophorese tiiberpriift, wie in Abbildung 20, B

exemplarisch dargestellt.

ORF15/ 4l 4

5S

Abbildung 20: RNA-Isolation und qPCR

A: RNA-Qualitatskontrolle mittels QiAxcel. Qualitatskontrolle der RNA aus HEK293-ORF15mut mit siRNA4 transfiziert
und nach GFP positiven Zellen gesorted. Die drei Banden stellen die unterschiedlichen ribosomalen Untereinheiten
5S, 18S und 288 dar. B: Uberpriifung des qPCR-Ergebnisses durch Gelelektrophorese. QPCR-Ergebnis (iber ORF15
Bereich nach Transfektion von HEK293-ORF15m-Zellen mit siRNA1 (1), scsiRNA1 (1s), siRNA2 (2), scsiRNA2 (2s).
K stellt die PCR-Kontrolle mittels ddH20 anstelle der cDNA dar.

Die relative Genexpression lag fiir die Zellen, die mit siRNA2 transfiziert worden waren mit 44
% (+-4) am niedrigsten, gefolgt von siRNA 3 mit 62 % (+-10) und siRNA 1 mit 82 % (+-3)
(Abbildung 21, A). SIRNA4, die als einzige in der repetitiven Region der mRNA bindet, zeigte
keine Wirkung. Die Genexpression lag mit 102 % (+- 3) im Normalbereich (vgl. Abbildung 21,
A). Wie in Abbildung 21, A dargestellt, wurden auflerdem siRNA 1 und 2 und auch siRNA 2 und
3 kombiniert um herauszufinden, ob sich die Wirkung der sich an unterschiedlichen Sequenzen

anlagernden siRNAs multipliziert. Diese zeigten jedoch mit 58% und 67 % im Vergleich zu
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siRNA 2 eine Verschlechterung. Um ausschlieBen zu konnen, dass die siRNA nach weiteren 24
Stunden eine gesteigerte Wirkung zeigt, wurde siRNA2 fiir 48 Stunden zu den HEK293-Zellen

gegeben, bevor die Auswertung erfolgte. Die relative Genexpression lag hier bei 45 %, dhnlich

der Expression nach 24 Stunden.
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Abbildung 21: Ergebnisse der Transfektionen mit siRNAs.

A: Relative Genexpression nach Behandlung mit den verschiedenen siRNAs. Zellen wurden mit den vier
verschiedenen shRNAs spezifisch fir das Exon ORF15 transfiziert. Als Kontrolle wurden scrambled shRNAs
transfiziert. Die Daten wurden auf die Kontrollen normalisiert. Die Expression wurde mittels qPCR evaluiert. GAPDH
diente als interne Kontrolle. Fehler: SEM, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. B: Westernblot nach siRNA2 und Rpgr-

ORF15™! Tranfektion von HEK293T-Zellen. Si2scr. Beschreibt die mit der scrambled-Kontrolle der siRNA
transfizierten Zellen. GAPDH diente als Kontrolle.

3.3.2 Nachweis des knockdowns auf Proteinebene

Um die Expression des Rpgr-ORF15™" auf Proteinebene zu kontrollieren, wurden HEK293T-
Zellen mit dem Vektor pcDNA3+-RPGR™" transfiziert. Die Zellen produzieren demnach das
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mutierte RPGR-ORF15, homolog zur B6J.Sv129-Rpgr™*"*-Mauslinie. Die Zellen wurden
aullerdem mit siRNA2 und in einem weiteren Ansatz mit siRNA2s transfiziert, da diese in der
quantitativen Analyse das vielversprechendste Ergebnis lieferte. Die transfizierten Zellen wurden
nach vier Tagen geerntet. Im Anschluss wurden die Proteine isoliert und ein Westernblot
durchgefiihrt. Hierfiir diente das Housekeeping-Gen GAPDH als Kontrolle. Um das mutierte
RPGR-ORF15 zu detektieren, wurde ein neu generierter Antikorper (siche Kapitel 3.3) genutzt.
Wie in Abbildung 21, B zu sehen ist, konnte in den Zellen, die mit siRNA?2 transfiziert wurden,
von dem spezifischen Antikorper kein mutiertes RPGR-ORF15 detektiert werden. Die Kontrolle
hingegen, die mit der scrambled siRNA2 durchgefiihrt wurde, zeigt ein gut erkennbaren Signal
fiir das mutierte RPGR. Die Menge an detektiertem GAPDH ist in beiden Ansédtzen vergleichbar.

3.4 Genome editing

Fiir die Durchfiihrung des genome editings muss zuerst ein DSB in einer Zelle erzeugt werden.
Hierfiir wurde die Homingendonuklease [-Scel verwendet. Im Anschluss kann in der Zelle NHEJ
ausgeldst werden, welches in verschiedenen, einige Basenpaar gro3en Deletionen und Insertionen
resultiert. Wird der Zelle eine homologe Sequenz in Form eines Donor-Templates angeboten,

kann es zur HR kommen, die einen priazisen Einbau von Nukleotiden ermoglicht (Abb. 22).
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Abbildung 22: Genome editing nach DSB
Non-homologous end joining (links) im Vergleich zu homology directed repair (rechts) nach DSB durch I-Scel.

Neben der fiir I-Scel kodierenden Sequenz mit einem CMV- Promotor sollte in das Plasmid eine
gfp-Kassette eingefiigt werden (Abb. 23, A). Als Backbone diente ein pcDNASfrt-Vektor, in dem
sich bereits ein bicistronischer T2A-Linker an ein gfp gekoppelt befand. Dieser Linker sorgt fiir
die Herstellung zwei getrennter Proteine. Fiir die Klonierung aus dem Vektor pVAX-I-Scel
wurde eine In-Fusion-PCR iiber den CMV-Promotor und I-Scel gemacht. Der pcDNAS5frt-Vektor
wurde ebenfalls mittels In-Fusion-PCR vorbereitet. Im Anschluss erfolgte die Ligation im

Verhiltnis 1:2 Vektor zu Insert.

64



CMV 1-Scel T2A GFP =)

T T T T
50 100 150 200 260
FSC-A (x 1,000)

Abbildung 23: Genome editing.

A: I-Scel-GFP Expressionskassette. |-Scel ist durch ein bicistroinischens T2A Linker-peptid an gfp gekoppelt. CMV
dient als Promotor. B: FACS der GFP positiven (lila) und GFP negativen (gelb) Zellen. Als Kontrolle wurden neben
den GFP positiven auch die negativen Zellen gegated und aufgenommen.

3.4.1 Nachweis des non-homologous end joining in Zellkultur

Um nachzuweisen, ob die Homingendonuklease I-Scel im Rpgr-ORF15™" Gen mit inserierter I-
Scel Schnittstelle schneidet, wurde der SURVEYOR-Assay durchgefiihrt. Mit Hilfe dieses
Assays ist es moglich, non-homologous end joining nachzuweisen. Fiir die Transfektion mit I-
Scel wurden das Zellkultur-Modell (Kap. 3.1.2) verwendet. Neben dem I-Scel beinhaltet die
Expressionskassette eine gfp cDNA-Sequenz zur Anreicherung der transfizierten Zellen (Abb.
23, A). 48 Stunden nach Tranfektion wurden die Zellen geerntet und mittels FACS sortiert.
Neben den GFP positiven Zellen wurden auch die GFP negativen Zellen aufgefangen und als

Kontrolle verwendet (Abbildung 23, B).

Im Anschluss erfolgte die DNA-Isolierung (Abb. 24, A). Mittels PCR wurde der Bereich, in dem
die I-Scel-Schnittstelle zu finden ist, amplifiziert. Aulerdem wurde ein SURVEYOR-Assay
durch T7-Endonuklease (T7E1)-Verdau (Kap. 2.3.11) durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte
durch die QiAxcel-Software. Das Resultat in Abbildung 24, B zeigt einen Anteil von 55 % NHEJ
bei den GFP positiven Zellen. Die unsortierten Zellen zeigen 7 % NHEJ (Abbildung 24, B).
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Abbildung 24: NHEJ in vitro.

A: Schematische Darstellung des Versuchs. Nach Transfektion des Zellkultur-Modells mit CMV-I-Scel-T2A-GFP
erfolgte die Anreicherung der GFP-positiven Zellen. Im Anschluss wurde die DNA extrahiert und eine PCR Uber den
ORF15-Bereich durchgefiihrt. Dann erfolgte der SURVEYOR-Assay und das TOPO-Cloning mit anschlieBender
Sequenzierung der Klone. B: HEK293- ORF15™"Zellen wurden teilweise durch FACS angereichert (FACS +), mit I-
Scel transfiziert (I-Scel +) und durch T7E1 verdaut (T7E1 +) . NHEJ Anteil liegt bei 55%, 7% und 0%.

Um herauszufinden, was in den transfizierten Zellen im Detail auf DNA-Ebene durch die Zugabe
von I-Scel passiert, wurde ein Screening mittels TOPO™ Cloning durchgefiihrt. Hierbei wurde
das PCR-Produkt des SURVEYOR-Assays in einen pT-Vektor kloniert und 60 Klone gepickt.
Diese wurden mittels Sanger-Sequenzierung genauer untersucht (Abb. 25). Dabei ergab sich,
dass ca. die Hélfte der Klone keine Verdnderungen im Bereich der I-Scel-Schnittstelle aufwiesen.

Die restlichen Klone zeigten kleine Deletionen (bis 8 bp) und sehr grof3e Insertionen (bis 152 bp).
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1-Scel

Unverandert 31/60(51,7%) 3’<CAGAAAAGCCCA'ITACTAACCTAGGGATA!AGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTT GT-5°
Deletion 4/60(6,7%)  3'-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAGGGA - -ACAGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5"
Deletion 6/60(10,0%) 3‘-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTA - - - - TAACAGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5"
Deletion 3/60(5,0%)  3-CAGAAAAGCCCATTACTAAC (-6bp) ATAACAGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5'
Deletion 1/60(1,7%)  3'-CAGAAAAGCCCATTACTAA (-7bp) ATAACAGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5
Deletion 1/60(1,7%)  3'-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAGGGAT (-8bp) AATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5
Deletion 1/60(1,7%)  3'-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAG- - - - AACAGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5"

Deletion 1/60(1,7%)  3'-CAGAAAAGCCCATTACTAACC----- ATAACAGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5°
Deletion 1/60(1,7%)  3'-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAG (-5bp)ACAGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5

1-Scel
Ursprungssequenz 3'-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAGGGATAA.............. CAGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5

Insertion  1/60(1,7%) 3‘-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAGGGATAA (+55bp) CAGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5
Insertion  1/60 (1,7%) 3'-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAGGGATAA (+57bp) CAGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5"
Insertion  1/60(1,7%) 3'-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAGGGAT.....(+43). AACAGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5"
Insertion  1/60(1,7%) 3'-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAGGGATAA..... G..... CAGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5"
Insertion  1/60 (1,7%) 3-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAGGGATAA(+58bp)..CAGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5*
Insertion  1/60 (1,7%) 3-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAGGGATAA(+34bp)..CAGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5*
Insertion  1/60 (1,7%) 3-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAGGGATA...TA.......ACAGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5"
Insertion  1/60(1,7%) 3'-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAGGGA (+152bp)AACAGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5

Insertion  1/60 (1,7%) 3'-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAGGGATAA (+48bp)CAGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5"

Insertion  1/60 (1,7%) 3'-CAGAAAAGCCCATTACTAAC(+105bp)CTAGGGATAACAGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5"

Abbildung 25: Sequenzanalyse nach NHEJ

Ergebnisse des TOPO™-Cloning der transfizierten HEK293-ORF15™'-Zellen, mit |-Scel transfiziert, nach
Anreicherung der GFP positiven Zellen und anschlieBender PCR uber I-Scel Schnittstelle. Blau: Schnittstelle, rot:
Deletionen, griin: Insertionen.

3.4.2 Nachweis der homologen Rekombination in Zellkultur

Nachdem das Zellkultur-Modell mit I-Scel und einem spezifischen Donor-Template transfiziert
wurde, wurde eine spezifische PCR mit anschlieBendem HindIII-Verdau durchgefiihrt (Abb. 26,
A), um herauszufinden, ob HR stattfindet. Hierfiir wurde zundchst ein Donor-Template
hergestellt, welches homolog zu der Gensequenz rund um die [-Scel-Schnittstelle im Rpgr-
ORF15™" ist. Dieses Template besitzt anstatt der I-Scel-Schnittstelle eine HindIII Schnittstelle
(Abb. 26, B). Dieser Austausch dient der Detektion der HR. Somit wird auBBerdem sichergestellt,
dass das Template nicht durch I-Scel verdaut wird. Der Nachweis der HR erfolgte ebenfalls an
dem mit I-Scel transfizierten Zellkultur-Modell aus Kapitel 3.1.2. Neben der Endonuklease
wurde das Donor-Template transfiziert. Auch hier wurde 48 Stunden inkubiert und im Anschluss
durch FACS angereichert und die DNA isoliert. Nach erfolgter PCR um die I-Scel- bzw. HindIII-
Schnittstelle erfolgte der Verdau mit HindIIl. Das Ergebnis zeigt, dass ca. 32 % homologe
Rekombination stattgefunden hat (Abbildung 26, C).
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Abbildung 26: Homologe Rekombination in vitro.

A: Schematische Darstellung des Versuchs. Nach der Transfektion des Zellkultur-Modells erfolgte die Anreicherung
der GFP-positiven HEK293-Zellen. Dann wurde die DNA extrahiert und eine spezifische PCR durchgefiihrt. Das PCR-
Produkt wurde mit Hindlll verdaut um die HR nachzuweisen. B: HR Donor Template. Das Template ist Homolog zum
ORF15™" bis auf die Hindlll-Schnittstelle. Pfeile stehen fiir die PCR-Primer. C: Hindlll-Verdau. Transfektion von
HEK293- ORF15m“t-ZeIIen mit I-Scel und Donor-Template. In Lane 1: PCR-Produkt der Zellen die mit I-Scel und
Donor-Template transfiziert und mit Hindlll verdaut wurden, zeigt 32% HR. Lane 2 bis 4 stellen Kontrollen dar.

AbschlieBend kann gesagt werden, dass NHEJ und HR relativ effizient in vitro am Rpgr-Lokus
durchgefiihrt wird.

3.4.3 Herstellung der Plasmide fiir die AAV-Produktion

Um das genome editing in vivo an der Maus testen zu konnen, wurden AAVs hergestellt, die in
der Lage sind, I-Scel und das Reportergen gfp exprimieren zu lassen. Hierfiir erfolgte die
Klonierung in einen SSV9-Vektor. Dieser beinhaltet zwei inverted terminal repeats (ITRs),
zwischen die die durch das Virus einzuschleusende DNA kloniert werden muss. Es wurden drei
verschiedene AAV-Konstrukte kloniert (Abb. 27). Neben dem in den Zellkulturversuchen
verwendeten [-Scel-Konstrukt (CMV-IScel-T2A-GFP), welches einen CMV-Promotor besitzt,
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wurde ein weiteres [-Scel-Konstrukt mit einem Rhodopsin-Kinase-Promotor (RK) hergestellt
(RK-I-Scel-T2A-GFP). Der CMV-Promotor sorgt fiir die Expression in simtlichen transduzierten
Zellen. Der RK-Promotor hingegen ist ein Photorezeptor-spezifischer Promotor. Des Weiteren
wurde fiir die homologe Rekombination ein AAV-Konstrukt hergestellt, das neben der
Homingendonuklease und dem Reporter ein Template besitzt. Das Template liegt dabei vor dem
Promotor (Abb. 27, RK-all-in-one). Bei diesen Klonierungen wurde darauf geachtet, dass das

Gesamt-Konstrukt nicht groBer ist als 4,7 kB, was in etwa der Kapazitit der AAVs entspricht.

CMV-IScel-GFP
ITR ITR
T2A
RK-IScel-GFP

RK-all-in-one

Abbildung 27: Schematische Darstellung der verwendeten SSV9-Vektoren
Dargestellt sind die verschiedenen AAV-Konstrukte, die fir das in vivo genome editing verwendet wurden. ITR:
inverted terminal repeats.

3.4.4 Invivo genome editing

Fiir die in vivo genome editing Versuche wurde zwei Monate alten B6J.Sv129-Rpgr™'s"

-Maéusen
1 ul der Vektorlosung subretinal injiziert. Die in vivo-Versuche wurden von Dr. Brigitte Miiller

und Bérbel Schifer durchgefiihrt. Es wurden zunichst die Vektoren AAV2/5-CMV-IScel-GFP
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(Titer: 3.8 x10"" vg/ml) und AAV2/8-RK-IScel-GFP (Titer: 1.8x10"" vg/ml) verwendet, um

NHEJ zu induzieren.

Acht Wochen nach Injektion wurden die Augen entnommen, die Retinae isoliert und die Zellen
dissoziiert. Im Anschluss erfolgte die Anreicherung der GFP positiven Zellen mittels FACS
(Abb. 28, 29).

A C
Population | # Events % Parent % Total
All Events 100,000 100.0
P1 (lebende | 30,393 27.6 27.6
Zellen)
P2 24,667 81.2 224
(Duplexe)
P3 24,614 99.8 224
B Specimen_001-RK 43000 (Duplexe)
“a - GFP+ 3,537 14.4 3.2
o] GFP- 957 3.9 0.9
5 3
& =23

TTT l I.I‘ T | TTTT I IVI T I.I TTTT I
50 100 150 200 250
FSC-A (x 1,000)

146

Abbildung 28: Retina, der mit AAV2/8.RK-I-Scel-T2A-GFP transduzierten Augen.

A: Fundus nach subretinaler Injektion mit AAV2/8.RK-I-Scel-T2A-GFP. Griine Fluoreszenz zeigt positive Transduktion
durch den AAV-Vektor. Onh: optic nerv head, Bv: blood vessel. B: FSC-A: forword scatter, beschreibt die Gro3e der
detektierten Zellen, GFP-A zeigt die griine Fluoreszenz an. Die eingerahmten Zellen (GFP+, lila) wurden durch das
FACS angereichert. C: P1 bis P3 gibt die verschiedenen Gates an, hier werden lebende Zellen gegatet und Duplexe
ausgeschlossen. Events: Zellen/Zelltrimmer, die insgesamt vom Gerat gezahlt wurden. % Parent: Anteil der Zellen,
die mit dem vorherigen Gate Ubereinstimmen. % Total: Anteil der Zellen im Gate ausgehend von den Events
insgesamt.
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A%_—Spe“men SLCHE B Population | # Events % Parent % Total
. All Events | 110,000 100.0
z ] | P1 (lebende | 16,688 15.2 15.2
° I i Zellen)
5 - P2 12,632 75.7 11.5
T T T (Duplexe)
FSC-A (x 1.000)
P3 12,586 99.6 11.4
(Duplexe)
GFP+ 253 2.0 0.2
GFP- 470 3.7 0.4

Abbildung 29: Sortreport nach subretinaler injektion von AAV 2/5.CMV-I-Scel-T2A-GFP

A: FSC-A: forword scatter, beschreibt die GréRe der detektierten Zellen, GFP-A zeigt die griine Fluoreszenz an. Die
eingerahmten Zellen (GFP+, lila) wurden durch das FACS angereichert. B: P1 bis P3 gibt die verschiedenen Gates
an, hier werden lebende Zellen gegatet und Duplexe ausgeschlossen. Events: Zellen/Zelltrimmer, die insgesamt vom
Gerat gezahlt wurden. % Parent: Anteil der Zellen, die mit dem vorherigen Gate Ubereinstimmen. % Total: Anteil der
Zellen im Gate ausgehend von den Events insgesamt.

Die Auswertung mittels FACS ergab einen prozentualen Anteil von 14,4 fiir die mit AAV 2/8
transduzierten Zellen (Abb. 28) und einen Anteil von 2,0 % fiir die mit AAV 2/5 transduzierten
Zellen (Abb. 29). Die GFP positiven Photorezeptoren wurden angereichert und im Anschluss die
genomische DNA isoliert. Es folgte der SURVEYOR-Assay um NHEJ nachzuweisen.
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Abbildung 30: SURVEYOR-Assay der injizierten Augen
Lane 1 bis 4 zeigen PCR-Produkte der durch FACS angereicherten Zellen. Lane 1 und 3 zeigen negativ-Kontrollen,

ohne T7E1-Verdau. Lane 5 bis 8 zeigen PCR-Produkte des jeweiligen untransduzierten Kontrollauges, mit und ohne
T7E1-Verdau.

Der SURVEYOR-Assay zeigt eine NHEJ-Aktivitit von 15 % fiir die mit AAV2/5 und 19 % fiir
die mit AAV2/8 injizierten Augen (Abb. 30). Als Negativ-Kontrolle dienten PCR-Produkte des
jeweils nicht injizierten Auges des Versuchstieres. Im Anschluss wurde genauer untersucht,
welche Verdnderungen sich auf Gen-Ebene durch das NHEJ vorfinden lassen. Dazu wurde, wie
zuvor in den Zellkulturversuchen, das TOPO™ Cloning durchgefithrt und mittels Sanger-
Sequenzierung untersucht (Abb. 31). Es wurden 47 Klone der mit AAV2/8. RK-I-Scel-T2A-GFP
transduzierten Retina untersucht, 45 zeigten keine Verdnderung der Sequenz. Es konnte eine
Insertion von 44 Bp und eine Punktmutation gezeigt werden. Von der mit AAV2/5.CMV-I-Scel-
T2A-GFP transduzierten Retina wurden 111 Klone sequenziert, 100 zeigten hierbei keine
Veranderung. Es wurden insgesamt finf Insertionen und sieben Deletionen detektiert. Die grofite
Insertion besteht aus 72 Bp, die auf eine Mutation folgen. Die Deletionen liegen zwischen zwei

und vier Bp. Auflerdem traten drei verschiedene Mutationen auf.
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I-Scel
AAV2/8.RK-I-Scel-T2A-GFP

Unveréndert 45/47 (95,8%) 3'-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAGGGATAACAGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT -5
Insertion 1/47 (2,1%)  3'-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAG (+44) ATAACAGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5'
Punktmut.  1/47 (2,1%) 3'-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAGGGATAACAGGGTAATCTAAAATTCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5'
I-Scel
AAV 2/5.CMV-I-Scel-T2A-GFP v
Unveréndert 100/111 (90,1%) 3'-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAGGGATAACAGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT -5
Mutation/Insertion 1/111  (0,9%)  3’-CAGAAAACAATCCCCAAAAGTAAGTAAAATAAAT(+72) TCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-S!
Insertion 3/111 (2,7%) 3'-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAGGGATAAACAGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-S’
Insertion 1/111 (0,9%) 3'-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAGGGGATAACAGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5'
Deletion 3/111 (2,7%) 3'-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAGGGATAA(-2)GGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5'
Deletion 3/111 (2,7%) 3'-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAGGGATAA(-4)  GTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5'
Deletion 1/111 (0,9%) 3'-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAG (-4) AACAGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5'
Punktmut. 1/111 (0,9%) 3'-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAGGGATAACAGGGTAATCAAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5'
Mutation 1/111 (0,9%) 3'-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAGGGAAAACACAGCCGTCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-S'

Abbildung 31: Sequenzanalyse nach NHEJ in vivo

Ergebnisse des ToPO™ Cloning der transduzierten Photorezeptoren mit AAV2/8.RK-I-Scel-T2A-GFP und
AAV2/5.CMV-I-Scel-T2A-GFP, nach Anreicherung der GFP positiven Zellen und anschlieBRender PCR Uber I-Scel-
Schnittstelle. Blau: Schnittstelle, rot: Deletionen/Mutationen, griin: Insertionen.

Des Weiteren sollte gepriift werden, ob die homologe Rekombination durch Zugabe eines
homologen Donortemplates in vivo im Auge induziert werden kann. Hierzu wurde der Vektor
AAV2/8. Template.RK-I-Scel-T2A-GFP transduziert. Es wurde 1 pl Vektorlésung (Titer:
5x10'%vg/ml) bei zwei Monate alten B6J.Sv129-Rpgr™®i-Tieren injiziert. Acht Wochen nach
Injektion erfolgte die Auswertung des Versuchs. Die Augen wurden entnommen, die Zellen der
Retina dissoziiert. In diesem Fall wurde nach Photorezeptoren gesorted, da kein positives GFP-
Signal zu erkennen war. Nach Extraktion der genomischen DNA erfolgte eine PCR. Im
Anschluss wurde das TOPO™ Cloning durchgefiihrt. Die Sequenzanalyse zeigte, dass in zwei
von 50 Féllen homologe Rekombination stattgefunden hat. Hierbei zeigt die Sequenzanalyse den
Austausch der I-Scel-Erkennungssequenz durch eine HindllI-Erkennungssequenz wie sie im

Donor-Template vorliegt (Abb. 32).

Ursprungssequenz  3-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAGGGATAA............. CAGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5’

Nach HDR 3’-CAGAAAAGCCCATTACTAACCTAGGGATAAAAGCTTCAGGGTAATCTAAAATGCCAATGGAGTCCAGACAACTTGT-5'

Abbildung 32: Sequenzanalyse nach HR )

Ursprungssequenz gibt die in den Zellen der Retina der BGJ.SV129-Rpgrtm1S"-Méuse vorhandene Gensequenz an.
Die I-Scel-Erkennungssequenz ist in blau markiert. Nach HDR zeigt die Sequenz nach Behandlung mit
AAV2/8.Template.RK-IScel-T2A-GFP an. In rot ist die HindllI-Erkennungssequenz angegeben.
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3.4.5 Vergleich der DNA-Reparatur in vitro und in vivo

Vergleicht man die Ergebnisse des SURVEYOR-Assays in vitro in Zellkultur und in vivo in den
Photorezeptoren der Maus, wird deutlich, dass die Reparatur durch NHEJ in HEK293-Zellen mit
55 % zu maximal 19 % deutlich aktiver ist als in vivo (Tabelle 15). Diese Beobachtung ldsst sich
auch fir die HR machen, die in vivo mittels PCR, HindIlI-Verdau und anschlieender
Gelelektrophorese nicht zu detektieren war, jedoch in der Sequenzanalyse gezeigt werden konnte.
Betrachtet man die Sequenzanalyse nach TOPO-Cloning, werden ebenfalls Unterschiede
zwischen in vitro und in vivo deutlich (Tabelle 15). In vivo sind einige neue Mutationen
aufgetreten, bei denen es sich nicht um Insertionen oder Deletionen handelt, die Sequenz jedoch
verdndert wurde. Sowohl in Zellkultur, als auch in den Photorezeptoren handelt es sich um eher
kleine Deletionen und grofle Insertionen. Allgemein treten Deletionen etwas hdufiger auf als

Insertionen.

Tabelle 15: Vergleich DNA-Reparatur in vitro und in vivo

In vitro In vivo
NHEJ 55 % 19 %
HDR 32% Sehr gering
(Punkt-)Mutationen 0 4
Deletionen Max. -8 Max. -4
Insertionen Max. +152 Max. +72
Anzahl Deletionen 30,0 % 4,4 %
Anzahl Insertionen 16,7 % 3,8 %
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4. Diskussion

Der Begriff Retinitis Pigmentosa umfasst eine Vielzahl von genetischen Ursachen, die zu
Netzhautdegenerationen fithren. Die X-chromosomale Retinitis Pigmentosa kann durch
unterschiedliche Mutationen in verschiedenen Genen hervorgerufen werden. Hierbei ist eines der
am hiufigsten betroffenen Gene das RPGR. Da es eine hoch repetitive Sequenz besitzt, ist dieser
Teil des Gens, genannt ORF15, sehr anfillig fiir Mutationen jeglicher Art und gilt daher als
mutational hotspot. Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es keine Behandlungsmdglichkeit fiir die XLRP.
Es wird jedoch mit Hochdruck an Therapieansétzen geforscht. Hier ist vor allem die Gentherapie
in den Fokus geriickt. Das Auge ist ein hervorragendes Model fiir die Entwicklung solcher
Therapien (Yanik ef al., 2017). Die Retina im Besonderen ist leicht zugénglich fiir therapeutische
Anwendungen und ermdglicht eine gute Sichtkontrolle durch nichtinvasive Methoden (Petit,

Khanna, Punzo, 2016).

Ziel dieser Arbeit war es, Grundlagen fiir einen gentherapeutischen Ansatz zur Behandlung der
XLRP zu schaffen. Hierbei wurde neben einer klassischen gentherapeutischen Strategie, der

RNA-Interferenz, auch das genome editing néher untersucht.

4.1 Strategien der Gentherapie

Ziel der Gentherapie ist es ein Gen, oder Teile dessen in die Zielzelle zu bringen, in der sie einen
therapeutischen Nutzen ausiiben (Stieger, Lorenz, 2010). Es existieren verschiedene
Moglichkeiten der gentherapeutischen Anwendung. Vor allem bei Krankheiten, die das
menschliche Auge betreffen, sind im Bereich der Genaddition grof3e Fortschritte zu verzeichnen.
Bei der Genaddition wird eine ,,gesunde* Kopie des mutierten Gens mit Hilfe von Viren in die
Zielzellen gebracht. Hier soll die neu eingebrachte Kopie die Aufgabe des mutierten Gens
iibernehmen. Dies kann nur in solchen Fillen gelingen, in der die Mutation zu einem Verlust der
Funktion des Proteins fiihrt. Einige Ansdtze haben es bereits in die klinische Phase gebracht:
RPE65-Leber congenital amaurosis, MERTK-associated autosomal recessive retinitis pigmentosa

und das Usher Syndrom sind nur einige Beispiele (Boye ef al., 2013).

Ist die krankheitsauslosende Mutation hingegen dominant negativ, muss das betroffene Gen
stillgelegt werden, da es ein ,,schadhaftes* Protein produziert. Hier kommt die RNA-Interferenz

ins Spiel. Durch das Anlagern kurzer, komplementérer siRNAs an die Ziel-mRNA wird diese
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degradiert, wodurch kein Protein entsteht. Beispielsweise konnte im GCAP1-Mausmodell mittels
RNAi1 nachgewiesen werden, dass es moglich ist, die Degeneration der Photorezeptoren
aufzuhalten (Jiang, Frederick, Baehr, 2014). SiRNAs wurden schon in einigen klinischen Studien
verwendet, darunter die Behandlung der Altersbedingten Makuladegeneration (AMD), das
Diabetische Makuladdem (DME) und das Glaukom (Ozcan ef al., 2015).

Die neuste Methode der Gentherapie ist das genome editing. Im Gegensatz zu den anderen
Therapien wird hier die Mutation an threm Ursprung angegangen - in der DNA-Sequenz des zu
behandelnden Organismus. Mit Hilfe von ,,Genscheren* werden Doppelstrangbriiche in der DNA
erzeugt, die zu einer Anregung der zelleigenen Reparaturmechanismen fithren. Im Vergleich zu
den anderen Gentherapie-Strategien bietet das genome editing die Moglichkeit, die Retina auf
genomischer Ebene in ihren Wildtyp-Status zu fiihren. Hierdurch werden Probleme umgangen,
die sowohl die Genaddition als auch die RNA-Interferenz mit sich fithren. Dabei handelt es sich
vor allem um die Menge an Protein, die durch einen kiinstlich eingebrachten Promotor entsteht,
der nicht durch die Zelle reguliert wird. So wird durch die Genaddition stindig das eingebrachte
Gen abgelesen und das Protein hergestellt. Durch das Stilllegen eines Gens mittels RNAi1 wird

hingegen kein Protein produziert, daher geht die eigentliche Funktion des Proteins verloren.

4.1.1 RNA-Interferenz

Bei der RNAI handelt es sich um eine effektive Methode, Gene stillzulegen, die fiir dominante
Dystrophien der Retina verantwortlich sind (Jiang, Frederick, Baehr, 2014). Thre Fahigkeit, Gene
stillzulegen, hat sie auch zu einem effektiven Werkzeug in der Grundlagenforschung gemacht. Es

ermdglicht, die Funktion von Genen zu bestimmen (de Fougerolles ef al., 2007).

Die passenden siRNAs fiir die Stilllegung des Rpgr-ORF15 wurden mit Hilfe des online-tools
siRNA Wizard der Firma Invivogen ermittelt. Fiir die Wahl der siRNAs wurde der Bereich des
Gens verwendet, der nur in der ORF15-Isoform exprimiert wird, damit die flinf anderen
Isoformen des Gens nicht beeintrdchtigt werden. Drei der vier siRNAs liegen vor der repetitiven
Sequenz des Rpgr, womit erreicht werden sollte, dass die mRNA, die die repetitive Sequenz

enthélt, degradiert wird. Um die Anlagerung der siRNA an die repetitive Sequenz zu testen,
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wurde auch hier eine weitere siRNA entworfen. Da jedoch bekannt ist, dass die siRNAs, genau
wie ihr natiirliches Konterfei, die miRNAs in der Lage sind, missmatches zu tolerieren (Ozcan et
al., 2015), wurden Probleme mit dieser vierten siRNA erwartet. Demnach konnte die siRNA
ebenso im hinteren Teil des ORF15 an die mRNA binden, wodurch der vordere Teil noch

translatiert wird.

Neben den vier shRNAs, die in den Zielzellen zu siRNAs prozessiert werden, erfolgte die
Klonierung jeweils einer scrambled-Variante der shRNA als Kontrolle. Hierbei handelt es sich
um die gleiche Anzahl (21 nt) und die gleichen Nukleotide wie in der jeweiligen siRNA.
Lediglich die Reihenfolge der Nukleotide ist verdndert. Die scrambled-siRNAs sind jedoch nicht
vollig willkiirlich gewaihlt, auch sie wurden mit Hilfe des siRNA Wizards von Invivogen
ausgesucht. Dabei wird darauf geachtet, dass sich die scrambled-siRNA nicht homolog zu einer
anderen mRNA-Sequenz im Zielorganismus verhilt (Horizon, 2014). Ansonsten kdnnte es zu

Verdnderungen in den Zielzellen kommen.

Es wurde fiir alle verwendeten siRNAs eine Linge von 21 Nukleotiden gewéhlt, da bei der
Auswahl der siRNA-Sequenz eine Linge von 19 bis 21 Nukleotiden empfohlen wird. Alle vier
siRNAs besitzen ein Guanin am 5’ Ende der Sequenz. SIRNAs mit einem Guanin am 5’ Ende
und einem Adenin oder Uracil am 3’ Ende werden favorisiert (Vermeulen et al., 2005), da sie
eine niedrige interne Stabilitdt am 5> Ende besitzen, die statistisch gesehen von Vorteil ist. Ein
weiteres Kriterium fiir die Wahl eines Purins am 5° Ende der Sequenz ist die Tatsache, dass die
Expression der RNAs von einem RNA-Polymerase-III-Promotor nur effizient ist, wenn ein Purin
am Anfang steht (Vermeulen ef al., 2005). SIRNA 2 und 4 besitzen am 3’ Ende ein Adenin. Bei
siRNA 1 liegt hier ein Guanin, bei siRNA 3 ein Cytosin. Auf Grund der Sequenz war es an dieser
Stelle nicht moglich, ein Thymin oder Adenin zu wihlen. Bei allen verwendeten siRNAs liegt der
GC-Gehalt zwischen 33 und 43 %, denn es wird empfohlen, einen GC-Gehalt zwischen 30 und
55 % zu wihlen, da ein hoher GC-Anteil das Entwinden des Doppelstrangs inhibiert
(Birmingham et al., 2007). Durch den siRNA Wizard wird zudem darauf geachtet, Sequenzen,
die mehrfach im Organismus auftauchen auszusortieren, indem ein BLAST gegen eine mRNA-
Datenbank durchgefiihrt wird. Hierbei werden Sequenzen aussortiert, deren Gemeinsamkeit mit
einer anderen mRNA {iber 13 aufeinanderfolgenden Nukleotiden liegt. Natiirlich vorkommende

miRNAs besitzen so genannte Seed-Regionen (Position 13-18), die Targetsequenzen erkennen
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und zu diesen perfekt homolog sind (Ozcan ef al., 2015). Bisher konnten 62 Seed Regionen in
Mensch, Maus und Ratte identifiziert werden. Diese gilt es beim Design der siRNA ebenfalls
auszuschlieen (Birmingham et al., 2007). Fiir den hairpin loop der shRNA wird ein loop von 7
Nukleotiden mit der Sequenz TCAAGAG verwendet.

Wie bei einigen anderen gentherapeutischen Tools treten auch bei der Verwendung der siRNAs
Probleme durch off-targeting-Effekte auf. Eine mogliche Ursache liegt in der Toleranz von
missmatches (Sneve, Holen, 2004). Daher ist es wichtig, die siRNA genau auszuwéhlen, sodass

die Wahrscheinlichkeit reduziert wird, dass andere Sequenzen ebenfalls erkannt werden.

Nach erfolgreicher Klonierung der vier siRNAs und der dazugehorigen scsiRNAs erfolgte die
quantitative Analyse der knockdown-Effizienz durch qPCR. Zuvor wurden HEK293-ORF15™"-
Zellen transfiziert. 24 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen geerntet und per FACS die
GFP positiven Zellen angereichert. Durch die FACS-Anreicherung wird das Ergebnis der qPCR
nicht durch untransfizierte Zellen verfilscht, da die Transfektionseffizienz zwischen 12 und 27 %
lag und demnach grof3e Unterschiede aufweist. Die quantitative Analyse der vier verschiedenen
siRNAs ergab einen signifikanten Unterschied fiir die ersten drei siRNAs im Vergleich zu den
mit scsiRNA transfizierten Kontrollen. SIRNA 2 zeigt dabei mit einer knockdown-Effizienz von
ca. 60 % die groBite Veranderung der Genexpression. SIRNA3 zeigt eine knockdown-Effizienz
von ca. 40 %, obwohl sie nahezu die identische Sequenz wie siRNA2 erkennt. Die
Erkennungssequenz ist lediglich um eine Base verschoben. Die Sequenzen unterscheiden sich
jedoch in der Hinsicht, dass siRNA2 am 3’ Ende ein Adenin besitzt, siRNA3 hingegen ein
Cytosin. Ein Adenin an dieser Position stellt wie bereits erwédhnt einen Vorteil dar (Vermeulen et
al., 2005). SIRNA4 zeigt im Vergleich zur Kontrolle keinen signifikanten Unterschied in der
Genexpression. Ein moglicher Grund hierfiir stellt die Bindung der repetitiven Sequenz dar.
SiRNA 4 bindet im vorderen Teil der repetitiven Sequenz. Da jedoch bekannt ist, dass siRNAs,
missmatche tolerieren (Ozcan et al., 2015), bindet siRNA4 eventuell auch am Ende der
repetitiven Sequenz, wodurch der davor liegende Teil des Gens nicht vom knockdown betroffen

ist.

In dieser Arbeit wurde SiRNA2 sowohl mit siRNA1 als auch mit siRNA3 kombiniert. Hierbei
wurde darauf abgezielt, dass die Chance steigt, falls eine siRNA nicht an die Ziel-mRNA in einer

Zelle bindet, die andere siRNA binden kann. Um die knockdown-Effizienz zu erhéhen, kann es
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demnach noétig sein, verschiedene siRNAs zu kombinieren (Matsumoto, Niimi, Kohyama, 2012;
Sriram et al., 2013). Des Weiteren konnen off-target-Effekte minimiert werden, wenn siRNAs
kombiniert werden, da die Konzentration der einzelnen siRNAs sinkt (Birmingham et al., 2007).
Bei der Kombination der verschiedenen SiRNAs ergab sich jedoch keine Verbesserung der
knockdown-Effizienz. Da siRNA 2 und 3 eine dhnliche Sequenz binden, konnte die Entstehung

von Duplexen diesen Effekt erkléren.

Anhand von siRNA2 sollte auBerdem untersucht werden, ob die Linge des Experiments einen
Einfluss auf die knockdown-Effizienz hat. Daher wurde die Zeit zwischen Transfektion und Ernte
der Zellen von 24 (Milstein et al., 2013) auf 48 Stunden erhoht. Hier zeigte sich jedoch keine

Veridnderung der Genexpression.

Um die Ergebnisse der quantitativen Analyse im Hinblick auf das Gesamtprotein zu bestétigen,
wurde ein Westernblot durchgefiihrt. Hierbei wurde neben der siRNA2 das gesamte Rpgr-
ORF15™" in HEK293-Zellen transfiziert. Dabei stellte sich heraus, dass im Gegensatz zur
Kontrolle, in der mit scsiRNA2 transfiziert wurde, kein RPGR-ORF15™" gebildet wird.
Demnach konnte in HEK293-Zellen eine effektive siRNA fiir den knockdown des RPGR-
ORF15™" gefunden werden. Da eine Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der knockdown-
Quantifizierung mittels qPCR an HEK293-ORF15™"-Zellen und den mit gesamt Rpgr-ORF15™"
transfizierten Zellen vorliegt, sollte im weiteren Vorgehen eine Zelllinie hergestellt werden, die

mut

das gesamte Rpgr-ORF15™" exprimiert.

Durch die Stilllegung des RPGR-ORF15 wiirde dessen wichtige Rolle im CC der
Photorezeptoren verloren gehen. Ein weiterer Schritt in Richtung einer erfolgreichen Gentherapie
wire die Genaddition eines funktionsfihigen RPGR-ORF15, zusitzlich zur Stilllegung des
mutierten Gens. Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine Rpgr-ORF15-Variante, die eine um
654bp verkiirzte repetitive Sequenz enthdlt, einen Wildtyp Phidnotyp in der Maus hervorruft
(Hong et al., 2005). Maiuse, die kein RPGR produzieren, weisen eine Degeneration der
Photorezeptoren auf (Hong et al., 2005). Die verkiirzte Variante konnte demnach zusammen mit
einer siRNA in einen AAV verpackt werden. In Kombination mit der RNAi miisste eine
hinzugefiigte funktionsfahige RPGR-ORF15-Variante aulerdem Codon-optimiert sein. Dies
bedeutet, dass an der Stelle, die normalerweise von der siRNA erkannt wird, andere Nukleotide

eingebaut werden, die jedoch fiir die gleiche Aminosédure codieren, wie das urspriingliche Gen.
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Im RPGR-Hundemodell konnte die Funktion des RPGR-ORF15 auBlerdem mit Hilfe des
humanen RPGRs verpackt in einem AAV Vektor des Serotyps 2/5 wieder hergestellt werden
(Beltran et al., 2014). Des weiteren wurde, um der Problematik der Instabilitit der Purin-reichen
Sequenz des ORF15 entgegen zu wirken, eine Codon-Optimierte Version des Gens entwickelt,
die in vitro eine verbesserte Stabilitit zeigte (Fischer ef al., 2017). Die Addition birgt jedoch die
Gefahr der Uberproduktion des Zielgens, da hier keine ,normale“ Regulierung der
Proteinbiosynthese durch die Zelle stattfindet. AuBlerdem kann es zu Interaktionen zwischen dem

rekombinanten und dem mutierten Protein kommen.

Ein groBer Nachteil des silencing in Kombination mit der Genaddition ist, dass nicht die wt-
Situation in der jeweiligen Zelle wiederhergestellt werden kann. Die Transkription des mutierten
Gens wird immer noch durch die Zelle ausgefiihrt. Die Verwendung von siRNAs in sich
teilenden Zellen ist nicht optimal, da bei jeder Zellteilung der siRNA-Gehalt sinkt (Kim, Rossi,
2007). Da die Retina aus postmitotischem Gewebe besteht, kann diese Problematik hier
wahrscheinlich vernachléssigt werden. Es ist jedoch nicht auszuschlieen, dass die Wirkung der
siRNA auch in postmitotischem Gewebe mit der Zeit nachldsst und der Organismus so einer

erneuten Behandlung unterzogen werden miisste.

4.1.2 Genome editing

Durch die Entdeckung des CRIPR-Cas9 Systems im Jahr 2012 durch Emanuelle Charpentier und
Jennifer Doudna ist das genome editing in den Fokus gertickt. Bis zu diesem Zeitpunkt war es
weitaus schwieriger, eine ,,Genschere* zu entwickeln, die eine spezifische Sequenz in der DNA
ohne off-target-Effekte erkennt und schneidet. Der entscheidende Unterschied zwischen dem
CRISPR/Cas9-System und den bis dahin verwendeten Nukleasen ist die Erkennung der Ziel-
DNA. Wihrend die DNA-Bindung bei Meganukleasen, ZFNs und TALENs durch Protein-DNA-
Interaktion zustande kommt, erfolgt die Bindung des Cas9 Proteins iiber eine guideRNA (Cox,
Platt, Zhang, 2015b). Hierbei ist es also nicht notwendig, Proteine so zu verdndern, dass sie
bestimmte Sequenzen erkennen, was mit langwierigen und teuren Verfahren einhergeht.
Stattdessen geniigt die Herstellung einer kurzen guideRNA. Durch die Vereinfachung der
Erzeugung von DSB durch das CRISPR/CAS9-System hat die HR an Status gewonnen und wird
fiir viele Anwendungen verwendet, beispielsweise bei der Herstellung von Tiermodellen (Yanik

etal.,2017).
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Fiir das genome editing wurde die Homingendonuklease I-Scel verwendet, um DSB im Rpgr zu
erzeugen. Diese Nuklease wurde gewdhlt, da das Mausmodell, dessen Behandlung Kern dieser
Experimente ist, eine integrierte I-Scel Schnittstelle besitzt. [-Scel ist der Gold-Standard unter
den Nukleasen, was vor allem an ihrer hohen Spezifitit und der niedrigen Toxizitdt liegt. Die
Programmierung der Meganukleasen stellt ein groBes Problem in der Anwendung an beliebigen
Sequenzen dar. Die Erkennungssequenz einer Meganuklease zu verdndern ist nur durch
Proteinengineering mdglich und mit hohem Aufwand verbunden, wodurch ihr Einfluss im
Bereich des genome editings stark zurlick gegangen ist (Yanik et al., 2017). Neue Methoden
wurden jedoch entwickelt, um dieses Problem zu 16sen. Dabei wird die DNA-Binderegion eines
transcription activator-like effector (TALE) verwendet, der an den Teil einer Meganuklease
gekoppelt ist, der sequenzunabhingig ist (Kleinstiver et al., 2014). Demnach soll so eine sehr
spezifische, jedoch kompakte Nuklease entstehen, eine so genannte megaTAL (Boissel et al.,
2014). Neben den bereits erwdhnten Vorteilen besitzen die Homingendonukleasen einen weiteren
Vorzug. Dieser liegt in der Kiirze der kodierenden Basenpaarsequenz. I-Scel beispielsweise wird
durch ca. 700 bp kodiert. Dies spielt eine wichtige Rolle bei der Verpackung der Nuklease in ein
Transportvehikel, das bendtigt wird, um in die Zielzelle zu gelangen. Hierbei werden bei
Behandlungen im Auge vor allem rAAVs eingesetzt. Diese besitzen eine maximale Cargo-
Kapazitit von ca. 5 kb, wobei die optimale Beladung zwischen 4.1 und 4.9 kb liegt (Dong, Fan,
Frizzell, 1996). Bei der Verwendung einer Meganuklease ist es demnach moglich, neben der
kodierenden Sequenz fiir die Nuklease mit dem passenden Promotor nicht nur das Template,
welches fiir die homologe Rekombination bendtigt wird, in einen einzigen Vektor zu verpacken,

sondern auch weitere Tools, beispielsweise ein Reportergen wie das hier verwendete gfp.

Nachdem ein DSB in der Zielzelle erzeugt wurde, konnen die freien Enden der DNA durch das
non-homologous end joining religiert werden. Das NHEJ findet wéhrend des gesamten
Zellzyklusses statt (Lieber, 2008). Durch das NHEJ kann es zu einer Vielzahl unterschiedlicher
Ergebnisse der DNA-Religierung kommen, wodurch die Sequenz demnach nicht in ihren
urspriinglichen Zustand tiiberfiihrt wird (Lieber, 2008). Dies kommt zustande, da das
Zusammenspiel der Nukleasen, Polymerasen und Ligasen unterschiedlich ausfallen kann (Lieber,
2008). In dieser Arbeit wurde ein DSB durch I-Scel in HEK293-ORF15™"-Zellen erzeugt und
eine Sequenzanalyse durchgefiihrt. Die Analyse (Abbildung 25) zeigt, dass eine hohe Variabilitét
im Bereich der I-Scel-Schnittstelle besteht. Die durch das NHEJ entstandenen Deletionen bei 60
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untersuchten Klonen liegen zwischen zwei und acht Nukleotiden, wobei sich die Position der
Deletionen von Klon zu Klon unterscheiden. Die Insertionen zeigen eine noch grof3ere
Variabilitit. Eine maximale Insertion von 152 Nukleotiden konnte hier gezeigt werden, die
geringste Insertion lag bei einem Basenpaar. Die Sequenzanalyse veranschaulicht die
Ungenauigkeit des NHEJ in HEK293-Zellen. Durch diese kann es zu schwerwiegenden
Mutationen kommen, die bei der Verwendung des NHEJ als Mittel der Gentherapie
beriicksichtigt werden miissen. Die untersuchten Zellen wurden vor der Sequenzanalyse mittels
FACS angereichert. Dies wurde durch das Einfiigen eines Reportergens (gfp) moglich. Der
Vergleich zu den nicht angereicherten Zellen zeigt deutlich den Vorteil, der durch die
Anreicherung entsteht. Die unsortierten Zellen, unter denen sich auch nicht-transfizierte befinden,
zeigt im SURVEYOR-Assay 7 % NHEJ. Im Vergleich dazu zeigen die angereicherten Zellen mit
55 % NHEJ einen ca. acht-fach erhohten NHEJ-Anteil.

Im Vergleich zum Fehlerbehafteten NHEJ ist die HR eine sehr genaue Methode der DNA-
Reparatur. In der Zelle findet die HR normalerweise nur in der S- und G2-Phase des Zellzyklus
statt, da hier die Schwesterchromatide als Template dienen (Lieber, 2008; Cox, Platt, Zhang,
2015a). Da es sich bei der Retina um postmitotisches Gewebe handelt, somit keine Zellteilung
stattfindet, wird davon ausgegangen, dass das genome editing hier vor einem Problem steht. Die
DNA-Reparaturmechanismen der Retina sind jedoch noch weitgehend unerforscht. Um die DSB-
Reparatur in Stdbchen nachzuweisen, wurden in einer Studie DSB induziert und deren Reparatur
beobachtet. Hierbei stellte sich heraus, dass innerhalb eines Tages die Hilfte der DSB korrigiert
wurde (Frohns et al., 2014). Dies ist moglicherweise auf die Tatsache zuriickzufiihren, dass
Stdbchen von Maiusen eine besondere Verteilung des Heterochromatins im Zellkern besitzen
(Solovei et al., 2013). Da diese Struktur beim Menschen nicht zu finden ist, sollte dies
berticksichtigt werden. In einer weiteren Studie konnte festgestellt werden, dass die DSB-
Reparatur in der Mausretina nicht dem ,,normalen*“ Weg folgt. Die Proteine H2AX und 53BP1
spielen eine wichtige Rolle bei der Erkennung von DSB. Deren Kolokalisation konnte jedoch nur
zu einem sehr geringen Anteil bei induzierten DSB entdeckt werden (Miiller et al., 2018). Es
wird daher davon ausgegangen, dass andere Proteine eine Rolle bei der DSB-Erkennung in den
Retinazellen spielen (Miiller et al., 2018). Neben dem NHEJ wurde zunéchst untersucht, ob auch
die HR in HEK293-ORF15™"-Zellen stattfindet. Mit Hilfe eines Donor-Templates, in dem die I-

Scel-Schnittstelle durch eine HindIII-Schnittstelle ersetzt wurde, konnte die homologe
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Rekombination nachgewiesen werden. Hierbei wurden die Zellen neben dem I-Scel-T2A-GFP
Vektor mit einem Vektor transfiziert, der das Template beinhaltet. Es erfolgte die Anreicherung
der positiv transfizierten Zellen mittels FACS. Nach PCR und Verdau mit HindIIl konnte ein
Anteil von 32 % HR gezeigt werden. Da HEK-Zellen jedoch keine postmitotischen Zellen
darstellen, kann hierdurch keine Aussage {iber die Effizienz in Photorezeptoren getroffen werden.
Im Folgenden wurden daher AAV-Konstrukte hergestellt, die HR in vivo im Auge induzieren

konnen.

Um herauszufinden, ob genome editing mittels NHEJ und/oder HR in den Photorezeptoren der
Maus moglich ist, musste zuerst ein passendes Vehikel gewéhlt werden, um die genome editing-
Tools in die Zielzellen zu bringen. Es gibt verschiedene Systeme, die es ermdglichen, Gene in die
Retina zu bringen. Dazu zdhlen AAVs, Lentiviren, Supercharged Proteins und Nanopartikel.
Lentiviren und AAVs sind hierbei die am besten untersuchten Systeme, die bereits in einigen
klinischen Studien Verwendung finden. Bei der Entscheidung fiir das richtige Vehikel miissen die
Langlebigkeit des zu exprimierenden Gens, die Immunantwort des Zielorganismus sowie die
Kapazitit des Systems betrachtet werden. In den in vivo Experimenten wurde der Gentransfer
mittels rAAVs aus verschiedenen Griinden gewédhlt. Zum einen deuten Studien darauf hin, dass
die HR durch die Anwesenheit von AAVs stimuliert wird (Gaj, Epstein, Schaffer, 2015). Des
Weiteren wird auch postmitotisches Gewebe transduziert (Baba et al., 2012). Es wurden
auBlerdem verschiedene rekombinante AAV Serotypen (rAAV) hergestellt, die auf die
Transduktion unterschiedlicher Zellen spezialisiert sind. Neben dem Serotyp 2 sind auch die
Serotypen 5, 8 und 9 in der Lage, die Zellen der Retina zu transduzieren (Yanik et al., 2017). Im
Gegensatz zu Lentiviren integrieren AAVs nicht in das Genom der Zielzelle. Dies ist im Fall des
genome editings auch nicht erwiinscht, da eine einmalige Reparatur in der Zelle ausreicht. Daher
ist das AAV dem Lentivirus hier vorzuziehen. Im Vergleich zum AAV sind Lentiviren in der
Lage, DNA-Sequenzen bis zu 8 kB aufzunehmen (Trapani, Puppo, Auricchio, 2014). Aufgrund
der geringen Grofle des verwendeten [-Scel-Konstrukts, konnte dieser Vorteil jedoch auler Acht

gelassen werden.

Das in vivo genome editing stellt eine Losung der Probleme der klassischen Gentherapie dar.
Diese haben vor allem mit der Menge und begrenzten Zeit der Expression des Transgens zu tun

(Yanik et al., 2017). Ziel des genome editings ist es, den Wildtyp-Status der behandelten Zellen
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zu erreichen. In dieser Arbeit konnte zum ersten mal in vivo genome editing durch die
Homingendonuklease I-Scel im Rpgr-ORF15-Lokus nachgewiesen werden. Hierzu wurden acht
Wochen alten Méiusen AAV-Vektoren subretinal injiziert. Die Vektoren beinhalten neben der
Homingendonuklease — und fiir die HR Versuche das Template — das Reportergen gfp. Fiir die in
vivo-Anwendung in den Photorezeptoren der Maus wurde sowohl der PR-spezifische
Rhodopsinkinase (RK) Promotor gewdhlt als auch der ubiquitér exprimierende CMV-Promotor.
Anhand des SURVEYOR-Assays konnte NHEJ im Bereich zwischen 15 und 19 % nach
Anreicherung der transduzierten Zellen nachgewiesen werden. Die Transduktionseffizienz in den
Photorezeptoren fiel unterschiedlich aus, ist jedoch auf Grund der FACS-Anreicherung der
transduzierten Zellen fiir die Auswertung der DNA-Reparatur unerheblich. Die FACS-Analyse
zeigte einen Anteil von 14.4 % positiv transduzierter Zellen, die mit AAV2/8.RK-I-Scel-T2A-
GFP behandelt wurden. Der Anteil der transduzierten Zellen mit AAV2/5.CMV-I-Scel-T2A-GFP
liegt nur bei 2.0 %. Hierfiir gibt es mehrere mdgliche Erklarungen. Zum einen ist die Effizienz
der Behandlung abhingig von der Durchfiihrung der subretinalen Injektion. Zum anderen liegen
unterschiedliche AAV-Subtypen vor, die die Effizienz beeinflussen. Ein weiterer Faktor ist die
Verwendung der zwei verschiedenen Promotoren, die ebenfalls eine Auswirkung auf die
Effizienz der Transduktion haben kann. Neben diesen Faktoren spielt auch der Titer der AAVs
eine wichtige Rolle. Dieser ist jedoch, bei dem AAV2/5.CMV-I-Scel-T2A-GFP-Konstrukt um
den Faktor 2.1 hoher als bei dem effizienteren AV2/8.RK-I-Scel-T2A-GFP-Konstrukt. Es konnte
gezeigt werden, dass der zelleigene Reparaturmechanismus NHEJ in PR prinzipiell durchgefiihrt
wird. Somit kann diese Studie als Referenz fiir weitere genome editing-Studien mit neuen

Technologien dienen, wie beispielsweise dem CRISPR/Cas9-System.

In HEK293-Zellen konnte 48 % NHEJ durch Sequenzanalyse gezeigt werden und 55 % durch
den SURVEYOR-Assay. In vivo zeigte die Sequenzanalyse 10 % verdnderte Sequenzen (durch
AAV2/5.CMV-I-Scel-T2A-GFP) im Vergleich zu 19 % durch den SURVEYOR-Assay. Somit
zeigen die verschiedenen Methoden zur NHEJ-Erkennung vergleichbare prozentuale
Veridnderungen, sowohl in vitro als auch in vivo. Die in vivo-Sequenzanalayse des NHEJ zeigt,
dass sowohl Deletionen als auch Insertionen auftreten. Es konnten bisher keine groBeren
deletierten Bereiche gefunden werden, die iiber vier Basenpaare hinaus gehen. Die in vitro-
Sequenzanalyse zeigte Deletionen von hdchstens acht Basenpaaren. Auch die Insertionen sind

vergleichbar, sowohl in vivo als auch in Zellkultur konnten grofe Insertionen gezeigt werden. Der
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Vergleich mit der Literatur zeigt, dass die GroBe der Indels je nach Gensequenz zu variieren
scheint. Suzuki ef al. zeigten Sequenzanalysen nach DSB durch CRIPSR/Cas9 an verschiedenen
Genen in unterschiedlichen Geweben. Teilweise konnten grofle Deletionen und grof3e Insertionen
nachgewiesen werden (z.B. Muskelgewebe, Rosa26-Gen) (Suzuki et al., 2016). In priméren
Neuronen der Maus hingegen zeigten sich groB3e Insertionen und kleine Deletionen im 7Tubb3-
Gen (Tubulin Beta 3) (Suzuki et al., 2016). Eine weitere Studie, die einen DSB durch
CRISPR/Cas9 in der Mausretina im Nrl-Gen (Neural retina-specific leucine zipper protein)
untersuchte, zeigte in iiber 80 % eine Insertion eines Adenins, die restlichen Indels waren nicht
grofer als zwei Nukleotide (Yu ef al., 2017). Neben den unterschiedlichen Genen kénnte auch
die Verwendung der verschiedenen Nukleasen eine Rolle bei der Variabilitit der Indels spielen.
Ein Unterschied zwischen den in vitro und in vivo Sequenzanalysen sind auftretende Mutationen,
bei denen die Sequenz scheinbar willkiirlich ausgetauscht wurde. Dies konnte nur in vivo gezeigt
werden, nicht jedoch in den Zellkulturversuchen. Weitere Sequenzanalysen, vor allem der
Photorezeptoren, die mit dem AAV2.8-RK-I-Scel-T2A-GFP-Vektor behandelt wurden, stehen

noch aus.

Das Ziel, den Wildtyp-Status der Zielzellen zu erreichen, kann nicht mittels NHEJ erreicht
werden, da dieser Reparaturmechanismus fehlerbehaftet ist. Hierzu sollte die homologe
Rekombination verwendet werden. Wie bereits beschrieben, steht diese Technik bei der
Verwendung in post-mitotischem Gewebe bisher vor Problemen. Daher galt es herauszufinden,
ob die HR in den Photorezeptoren der Retina iiberhaupt stattfindet. Dies konnte durch die
subretinale  Injektion des Vektors AAV2/8.Template.RK-I-Scel-T2A-GFP in  das
B6J.SvI129.RPGR™"*"“_Mausmodell ~ belegt  werden.  Hierbei  wurde neben  der
Homingendonuklease ein Template in den Vektor integriert, der die HR ermdglicht. Nach
Anreicherung der transduzierten Zellen und Sequenzanalyse konnte in einigen Klonen die HR
nachgewiesen werden. Die Effizienz gilt es in weiteren Ansédtzen zu verbessern, da der Titer der

verwendeten Vektorlosung sehr niedrig ausfiel.

Der Nachweis der DNA-Reparatur durch NHEJ und HDR in vivo im Rpgr belegt die
Zugidnglichkeit der I-Scel-Schnittstelle in der untersuchten Gensequenz. Die Organisation des
Chromatins spielt eine wichtige Rolle fiir die Zugénglichkeit des Gens durch die Nuklease und

die Reparatur-Proteine (Misteli and Soutoglou, 2009; Kuhar et al, 2016). Da sich die
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Chromatinstruktur wihrend des Zellzyklus in der S-Phase auflockert, wird die Zugénglichkeit
hier erhoht (Bell ef al., 2011). Die Photorezeptoren durchlaufen jedoch keinen Zellzyklus, somit
ist die Zuganglichkeit des Rpgr ein kritischer Punkt fiir das genome editing, der mittels der hier

gezeigten in vivo Versuche ausgerdumt werden konnte.

4.2 Ausblick

Die erfolgreiche Herabregulierung des Rpgr-ORF15™" durch die siRNA2 stellt einen ersten
Erfolg als Grundlage fiir die Behandlung des hier verwendeten Mausmodells dar. Diese siRNA
kann auch dafiir verwendet werden, die Auswirkungen des Fehlens des RPGR-ORF15 auf die
Photerezeptoren der Maus genauer zu analysieren. Bei der Verwendung der siRNA zur
Behandlung der XLRP miissen allerdings weitere Tests durchgefiihrt werden, bevor in die in
vivo-Phase eingegangen wird. Neben der Verwendung der siRNA, die ausschlielich dafiir sorgt,
dass kein RPGR-ORF15 produziert wird, miisste eine Genaddition entwickelt werden, um das
wt-Protein flir die Zelle zugidnglich zu machen. Hierbei muss darauf geachtet werden, dass dieses
Kodon-optimiert ist, damit es nicht von der verwendeten siRNA stillgelegt wird. Im Anschluss
sollten sowohl die RNAI als auch die Genaddition in Kombination und einzeln im Tiermodell

getestet werden.

Die Behandlung von Patienten mit XLRP, die Mutationen im Exon ORF15 des RPGR-Gens
besitzen, konnte mit Hilfe des genome editings ermdoglicht werden. Hierdurch kann der
mutational hotspot des Gens durch die Wildtyp-Sequenz ersetzt werden. Mit einem einzigen
gentherapeutischen Ansatz konnen dann Patienten mit unterschiedlichen Mutationen erreicht
werden. Es gilt jedoch zunichst ein geeignetes Tool fiir die Behandlung zu testen. Um dieses Ziel
zu erreichen, wird momentan verschiedenen Ansdtzen nachgegangen. Dazu gehort die
Verwendung von TALE-Nukleasen, die aus einem programmierbaren DNA-Bindeprotein und
einer Nuklease bestehen. Auch das CRISPR-Cas9-System wird im Bereich des ORF15-Lokus
getestet. Da diese genome-editing-Tools jedoch aufgrund ihrer GroBe nicht ohne weiteres in
einen einzigen AAV-Vektor passen, gilt zuerst mittels verschiedenen AAV-Konstrukten ein
duales Vektor-System mit einem einfachen Vektorsystem zu vergleichen. In dieser Arbeit

wurden bereits die Grundsteine gelegt. So wurden Vektoren entwickelt und bereits eingesetzt, die
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neben der Homingendonuklease und des Reporters ein Template fiir die HR beinhalten (All-in-
one-AAV). AuBerdem wurde das Template, zusammen mit einem BFP als Reporterprotein
einzeln in einen Vektor kloniert, der zusammen mit den bereits verwendeten einzelnen AAV-I-
Scel-Konstrukten getestet werden kann. So wird ein Vergleich zwischen dualem und einfachem
Vektorsystem ermdglicht. Zur Zeit stehen wir der Problematik der geringen Effizienz der HR
gegeniiber. Es gibt jedoch Ansitze, die sich hiermit auseinandersetzen. Diese beziehen sich auf
die Beeinflussung der Proteine, die in die zelleigenen Reparaturmechanismen involviert sind. So
kann moglicherweise durch die Herabregulierung der im NHEJ-pathway verwendeten Proteine

die HR hochgesetzt werden.
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5. Zusammenfassung

Die X-chromosomale Retinitis Pigmentosa (XLRP) wird hiufig durch Mutationen im Exon
ORFI15 des Retinitis Pigmentosa GTPase Regulator (RPGR)-Gens verursacht. Die Gentherapie
mittels RNA-Interferenz (RNAi) und das gene targeting sind mogliche Behandlungsstrategien.
Diese Strategien wurden in Zellkultur und teilweise an einem XLRP Mausmodell getestet.
Das XLRP Mausmodell beinhaltet eine pathologische Mutation, zwei stille Mutationen im
ORF15 Exon sowie eine I-Scel-Erkennungssequenz. Eine HEK293-ORF15™"-Zelllinie, die die
identischen Mutationen zum B6J.SV129-Rpgr™*““-Mausmodell besitzt, wurde generiert und fiir
die Zellkulturversuche verwendet. Die Plasmide fiir vier verschiedene siRNAs (short interfering
RNAs) wurden hergestellt und in HEK293-ORF15™"-Zellen transfiziert. GFP positive Zellen
wurden 24 Stunden spiter durch FACS angereichert. Die RNA wurde isoliert und durch
quantitative PCR (qPCR) beziiglich Herabregulierung der ORF15-Genexpression analysiert. Ein
Westernblot mit einem spezifischen Rpgr-ORF15™"-Antikdrper wurde durchgefiihrt, um die
Ergebnisse auf Proteinebene zu validieren. Nach Klonierung der I-Scel-Sequenz vor das
Reportergen gfp (Griin fluoreszierendes Protein) wurde dieses in HEK293-ORF15™"-Zellen
teilweise unter Zugabe eines Templates transfiziert, GFP positive Zellen wurden durch FACS
angereichert und die Doppelstrangbruch (DSB)-Reparatur durch den SURVEYOR-Assay,
Verdau durch HindIIl und Sequenzanalysen nachgewiesen. Durch subretinale Injektion wurden
AAV-Vektoren, die die genome-editing-Tools beinhalten im B6J.SV129-Rpgr™'*“-Mausmodell
getestet. Die Analyse erfolgte identisch zu den Zellkulturversuchen.

Durch die shRNA-Transfektion kam es zu einer maximalen Herabregulierung von 57 % des
Rpgr-ORF15™ Transkripts in der qPCR-Analyse. Der Westernblot zeigte keine
Proteinproduktion in HEK293-Zellen. Die Transfektion der HEK293-ORF15™"'-Zelllinie mit
dem [-Scel-GFP-Plasmid zeigte 55 % NHEJ-Aktivitat nach FACS-Anreicherung und maximal 19
% NHEJ in vivo nach subretinaler Injektion. Die homologe Rekombination zeigte eine Effizienz
von 32 % in Zellkultur und konnte auch in vivo nachgewiesen werden. RNA-Interferenz und
genome editing sind erfolgversprechende Strategien fiir die Verwendung im ORF15-Lokus in
Zellkultur. Die RNA-Interferenz gilt es im Zusammenspiel mit der Genaddition in Zellkultur und
in vivo zu testen. Erste Ergebnisse zeigen einen Erfolg hinsichtlich des genome editings in
Photorezeptoren der Maus. Die Effizienz der homologen Rekombination muss noch verbessert

werden.
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6. Summary

X-linked Retinitis Pigmentosa (XLRP) is most often caused by mutations in the exon ORF15 of
the retinitis pigmentosa GTPase regulator (RPGR) gene. Gene therapy using RNA-interference
(RNAI) and gene targeting may be used as treatment approaches. In this project, these strategies

were tested in a cell culture model and partly in a XLRP mouse model.

The XLRP mouse model contains a pathologic mutation, two silent mutations in the ORF15 exon
and an I-Scel recognition site. A HEK293-ORF15™" cell line, containing the mutations identical
to the B6J.SV129-Rpgr™"*"® mouse, was generated and used for cell culture experiments. Four
different siRNAs (short interfering RNAs) were created and transfected into the HEK293-
ORF15™" cell line. GFP positive cells were sorted 24 hours later by FACS. RNA was isolated
and analyzed by quantitative PCR (qPCR) for downregulation of RPGR-ORF15 expression. A
Western blot with a specific RPGR-ORF15 antibody was done to validate the results regarding
protein level. I-Scel cDNA sequence was cloned into a bicistronic expression cassette together
with the GFP ¢cDNA. The plasmid was transfected into the HEK293-ORF15™" cell line, partly
together with a Template. GFP positive cells were sorted 48 hours later by FACS and double
strand break (DSB) repair events were analyzed using the SURVEYOR assay, HindlIII digestion
and Sanger sequencing analysis. AAV-vectors containing the genome editing tools were tested in
the B6J.SV129-Rpgr™"*™ mouse model by subretinal injection. The analysis was done identical

to the experiments in cell culture.

ShRNA transfection caused 57% downregulation of the RPGR-ORF15 transcript in HEK293-
ORFI15mut cells by the most efficient variant measured by qPCR. No protein production was
detected by Westernblot in HEK293 cells. Following transfection of the HEK293-ORF15mut cell
line with the I-Scel-GFP plasmid, up to 55% showed NHEJ compared to 19% NHEJ in vivo after
subretinal injection. Homology directed repair efficiency was up to 32% in cell culture and was

also detectable in vivo.

RNA-interference and genome editing are both promising strategies at the ORF15 locus in cell
culture. RNA-interference should be tested in combination with gene addition in cell culture and
in vivo. First results were successful regarding genome editing in murine photoreceptors in vivo.

The efficiency of homology directed repair needs to be improved.
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8. Anhang

Abbildung 31 zeigt die Immunfirbung eines Kryostatschnitts einer Mausretina mit dem

spezifischen RPGR-ORF15 Antikorper.

Abbildung 1: Immunfarbung Mausretina (wt) mit RPGR-ORF15-Antikorper (rot). CC der Photorezeptoren (rot)
zw. OS und IS, blau gefarbt sind die Zellkerne in der ONL.



