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I. Kurze Darstellung zu

1.

Aufgabenstellung:

Ziel unseres Projektteils war die Entwicklung eines genetisch maf3geschneiderten Schweinemodells der
autosomal dominanten Retinitis pigmentosa (adRP) unter Verwendung der CRISPR/Cas9-Technologie
zur Einfihrung einer C1040T-Mutation im Rhodopsin (RHO)-Gen. Diese Mutation fuhrt zum Ersatz der
Aminosaure Prolin in Position 347 des Rhodopsin-Proteins durch Leucin (P347L-Mutation) und ist in
Europa die haufigste Ursache fir adRP beim Menschen. Das Schweinemodell sollte klinisch und
molekular charakterisiert werden. Anschlie3end sollte die Wirksamkeit und Sicherheit von rekombinantem
Rod-derived Cone Viability Factor (RACVF; entdeckt von Projektpartner Thierry Leveillard, hergestellt von
Projektpartner Robert Fluhr) in einem speziell konzipierten Hydrogel (entwickelt von Projektpartner Molly
Shoichet) nach intravitrealer Injektion evaluiert werden.

Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefihrt wurde:

Der Verlust der Funktion der Zapfenphotorezeptoren bei Retinitis pigmentosa (RP) hat schwerwiegende
Auswirkungen auf das zentrale und Tageslichtsehen sowie auf die Lebensqualitat der von der Krankheit
betroffenen Patienten. Der Verlust der Zapfenzellen folgt der Degeneration der Stabchenzellen, und zwar
bei vielen Genmutationen, die mit RP assoziiert sind. Der Verlust der Stabchenzellen fuhrt zu einer
Verminderung der Expression des von den Stabchenzellen gebildeten Uberlebensfaktors fiir Zapfenzellen
(RACVF), der vom Nucleoredoxin-like 1 (NXNL1)-Gen kodiert wird und fir die Stoffwechselbalance und
Redox-Homoostase zwischen Stdbchen- und Zapfenzellen der Netzhaut essentiell ist. Das
Verbundprojekt DrEYE zielte darauf ab, diese verlorene Signallibertragung wiederherzustellen und den
Verlust der Zapfenzellen durch die Applikation von RACVF in einer langsam freisetzenden Formulierung
(bioresorbierbares Hyaluronan-Methylcellulose-Hydrogel, das mit Peptiden modifiziert ist) zu verhindern.
Um die Sicherheit und Wirksamkeit dieser Strategie beim Menschen vorhersagen zu kénnen, wurde eine
stufenweise Testung an drei verschiedenen Tiermodellen (Maus, Ratte, Schwein) durchgefiihrt.

Nagermodelle sind wichtig fir ein proof-of-concept, die Aussagekraft der Ergebnisse fiir die Anwendung
beim Menschen ist aber aufgrund wesentlicher Unterschiede in der Anatomie der Retina limitiert. Im
Vergleich dazu ist die Retina des Schweins der menschlichen Netzhaut viel ahnlicher. So hat die
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Schweineretina eine Area centralis, eine grof3e temporo-nasale Zone mit einem Zapfen-Stabchen-
Verhéltnis von 2/3. Diese Area centralis dhnelt der Fovea der menschlichen Retina, auch wenn sie keine
zentrale Vertiefung mit 100% Zapfenzellen hat. Zudem ist gerade auch fir die Applikation rekombinanter
Proteine die dem menschlichen Auge ahnliche Gréf3e des Schweineauges ein entscheidender Vorteil. Ein
genetisch maRgeschneidertes Schweinemodell (RHOP34L) stellt eine einzigartige Md&glichkeit dar, um
therapeutische Ansatze zum Schutz der Zapfenzellen in Richtung klinische Entwicklung bei menschlichen
Patienten voranzubringen. Die Ubrigen Mitglieder des Konsortiums waren der Entdecker des RACVF
(Thierry Léveillard, Sorbonne, Paris, Frankreich) sowie Spezialisten fur die Produktion und
Charakterisierung rekombinanter Proteine (Robert Fluhr, Weizmann Institut, Rehovot, Israel) und deren
kontrollierte Freisetzung nach intraokularer Applikation (Molly Shoichet, Universitéat von Toronto, Kanada).

Planung und Ablauf des Vorhabens:

Fur die Erstellung des Modells wurde die heterozygote RHOP347.-Mutation mittels CRISPR/Cas9, einer
geeigneten guide RNA und einem speziell designtem einzelstrangigem Deoxy-Oligonukleotid in kultivierte
weibliche Schweinezellen (neonatale Nierenfibroblasten) eingefuhrt. Diese wurden anschliel3end als
Kernspender fir den somatischen Zellkerntransfer (SCNT = Klonen) verwendet, um aus den gezielt
modifizierten Zellen geklonte Embryonen herzustellen. Diese wurden mittels laparoskopischen
Embryotransfers in Zyklus-synchronisierte Empfangerschweine Ubertragen. Die Trachtigkeitskontrolle
erfolgte ab der 3. Woche nach Embryotransfer mittels Ultraschalluntersuchung. Geborene Ferkel wurden
individuell markiert und anhand einer kleinen Gewebeprobe vom Ohr genotypisiert (Bestatigung der
heterozygoten RHOP347L.-Mutation). Nach Eintritt der Geschlechtsreife wurden die 3 erhaltenen RHOP347L-
mutanten Grindersauen mit einem Wildtyp-Eber verpaart, um Nachkommen fiir die Charakterisierung des
Modells zu produzieren. Das RHOP347L.-Schweinemodell wurde im Vergleich zu Wildtyp-Geschwistern in
drei Altersstufen (4, 8 und 12 Monate) umfassend charakterisiert, wobei eindeutig eine sich progressiv
entwickelnde Retinitis pigmentosa nachzuweisen war. Die Testung der Wirksamkeit von rekombinantem
RdCVF in Hydrogel konnte erst nach Ablauf der Férderung begonnen werden. Die intravitreale Injektion
erfolgte bei 5,5 Monate alten RHOP34’.-mutanten Tieren am 19.09.2025. Die finale Untersuchung ist fir
den 11.11.2025 geplant.

Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknlpft wurde:

Bei Projektbeginn gab es nur Schweinemodelle, die RHO-Mutanten als Transgene liberexprimierten, was
nicht der Situation in betroffenen Patienten entspricht. Ein GroRtiermodell mit der wichtigen RHOP347L-
Mutation gab es gar nicht. Fur die Erstellung des Modells konnten wir auf unsere umfangreiche Expertise
im Bereich der Entwicklung genetisch modifizierter Schweinemodelle zuriickgreifen. Im Hinblick auf das
Krankheitsbild Retinitis pigmentosa und deren Behandlungsmadglichkeiten profitierten wir von unseren in
diesem Bereich bestens ausgewiesenen Verbundpartnern. Schutzrechte fir RACVF lagen beim
Verbundpartner T. Leveillard).

Zusammenarbeit mit anderen Stellen.

Thierry Léveillard, Sorbonne, Paris, Frankreich
Robert Fluhr, Weizmann Institut, Rehovot, Israel
Molly Shoichet, Universitat von Toronto, Kanada

Im Zuge des Projekts entwickelten sich weitere Kooperationen:



Zur molekularen Charakterisierung der Veranderungen wurde in Kooperation mit Prof. Antje Grosche
(LMU Minchen) und Prof. Stephanie Hauck (Helmholtz Miinchen) eine quantitative Proteomanalyse
von systematisch gewonnenen Retinaarealen der RHOP3#7.-Schweine und Wildtyp (WT)-Kontrollen
durchgefiihrt. Um die Sensitivitdt zu erhéhen wurden die retinalen Zellpopulationen in Neuronen,
Muller-Gliazellen, Mikrogliazellen und Endothelzellen mittels MACS und spezifischen Markern sortiert.
In Kooperation mit Prof. Cornelia Deeg und Prof. Andreas Parzefall (LMU Minchen) erfolgten
guantitativ-morphologische Untersuchungen der Retina.

In Kooperation mit Prof. Nikolai Klymiuk erfolgte eine elektroretinographische Charakterisierung von
4 Monate alten RHOP3#L.-Schweinen, die Hinweise auf eine Funktionsstérung der Retina lieferte.



Il. Eingehende Darstellung

1. Verwendung der Zuwendung und des erzielten Ergebnisses im Einzelnen, mit Gegenuberstellung der
vorgegebenen Ziele:

Die urspriinglich gesetzten Ziele und Meilensteine sind nachfolgend dargestellt:

Etablierung einer RHOP3L Linie und Phanotypanalyse

M5 M6 M7 M8 M9

Geburten der RHOP347L F1-Nachkommen
M3 M4
s \erpaarung der RHOP347L Founderschweine

Einschleusen von weiblichen Goéttingen Minipigs in die CiIMM Anlage
M1 M2

Geburt der RHOP347L Founderschweine

==wm Kerntransferexperimente

msn Genetische Modifikation von Zellen
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Meilensteine:

M1: Geburt von RHOP34’L-mutanten Foundertieren

M2: Erstes Meeting der Verbundpartner

M3: Trachtigkeiten nach Verpaarung der RHOP347L-mutanten Foundertiere

M4: Zweites Meeting der Verbundpartner

M5: Geburt von RHOP347L-mutanten F1-Nachkommen

M6: Erste Lieferung von RHOP347L-mutanten Schweinen (n = 9) nach FR

M7: Drittes Meeting der Verbundpartner

M8: Zweite Lieferung von RHOP347L-mutanten Schweinen (n = 9) nach FR

M9: Phanotypanalyse abgeschlossen und Abschlussmeeting der Verbundpartner

Demgegeniiber wurden folgende Ergebnisse bzw. Anderungen realisiert:

M1 v

M2, M4 v
M4, M7 v

M5 v

M6, M8 «

Es wurden 3 RHOP347.-mutante Foundersauen geboren und konnten erfolgreich fir die
Zucht eingesetzt werden.

Alle vorgesehenen Meetings und einige dartiber hinaus fanden statt und waren
essentiell fur die Entwicklung des Projekts.
Insgesamt wurden mehr als 20 RHOP34’t-mutante F1- und F2-Nachkommen sowie eine

entsprechende Zahl von WT-Kontrollen erfolgreich durch Zucht produziert.

Hier war eine Anderung nétig, da die franzésischen Kooperationspartner aufgrund einer
institutionellen Strukturénderung die Schweine nicht nach Paris holen konnten. Daher



wurde entschieden, dass die phanotypische Charakterisierung des Schweinemodells wie
auch die Injektionsversuche mit dem rekombinanten RACVF in Miinchen erfolgen sollen.

Die wichtigsten Ergebnisse dieser Untersuchungen sind nachfolgend zusammengefasst:

Die Retina der RHOP34L.-mutanten Schweine lieR bereits im Alter von 4 Monaten morphologische
Auffalligkeiten erkennen, die mit zunehmendem Alter deutlich starker wurden. Beim einem 15 Monate
alten RHOP347t-Schwein sind Verkiirzung der Outer Segments der Photorezeptorzellen, rundliche und
verkleinerte Zellkerne der Photorezeptorzellen und Desorganisation des Outer Nuclear Layers zu
erkennen (Abb. 1).

Retlna eines 15 Monate alten Wlldtyp -Schweines

20 um

Abb. 1. Morphologische Veranderungen der Retina eines 15 Monate alten RHOP347.-Schweines im
Vergleich zu einem gleichaltrigen Kontrolltier.

Die Proteomanalyse der Nervenzellen mittels Massenspektrometrie ergab eine altersabhangig
zunehmende Anzahl an differenziell abundanten Proteinen zwischen den Gruppen RHOP347- und WT,
was den progressiven Charakter der retinalen Degeneration unterstreicht und zeigt, dass diese Art
der Proteomanalyse sehr gut geeignet ist, um therapeutische Effekte sensitiv zu detektieren (Abb. 2).
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Abb. 2. Differenziell exprimierte Proteine (DEPS)
20 zwischen RHOP3#L und WT Schweinen in
- verschiedenen Altersstufen.
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e Die intravitreale Injektion von Hydrogel mit vs. ohne rekombinantem RdCVF liel3 sich in
Allgemeinnarkose problemlos durchfihren. Es zeigten sich keinerlei Nebenwirkungen wie
Entzindungen. Es ist geplant, die Versuche am 11.11.2025 zu beenden, um den therapeutischen
Erfolg 7 Wochen nach der Applikation beurteilen zu kdnnen. Die Beurteilung erfolgt durch quantitative
morphologische Untersuchungen der Retina sowie proteomische Untersuchungen FACS-sortierter
retinaler Zellpopulationen.

2. Wichtigste Positionen des zahlenméafRigen Nachweises:

Position EUR

812 91.805,14
843 45.913,64
846 476,74
Gesamt 138.195,52

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit:

Die Zuwendung war fir die Realisierung des Vorhabens notwendig, da die Entwicklung eines neuen
Schweinemodells — auch wenn die erforderlichen Technologien in unserem Labor etabliert sind und wir
ein ausgewiesenes Team spezialisierter Wissenschaftler und Tieréarzte haben — nach wie vor mit Risiko
behaftet ist. Das Projekt ware nicht ohne zusétzliches Personal und materielle Ressourcen durchfiihrbar
gewesen. Die gesetzten Meilensteine wurden mit Ausnahme der oben geschilderten Anderungen erreicht.
Das entwickelte RHOP3*.-mutante Schweinemodell wird auch fiir die Evaluierung von anderen
Therapiestrategien, wie Gene Editing, hohe Relevanz haben.



4. Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere der Verwertbarkeit des Ergebnisses im Sinne des
fortgeschriebenen Verwertungsplans:

Die wissenschaftliche Anschlussfahigkeit ist gegeben, indem das RHOP34’.-mutante Schweinemodell
auch zur Testung anderer Therapieanséatze, wie Gentherapie oder Gene Editing verwendet werden kann.
Aktuell wird von der Deutschen Forschungsgemeinschaft eine DFG-Forschergruppe geférdert, die genau
diese Thematik zum Inhalt hat. Fur die wirtschaftliche Anschlussféhigkeit wére fur die klinische Testung
des RACVF-Praparates die Grindung einer eigenen Firma und/oder die Verpartnerung mit einem
Pharmaunternehmen denkbar. Fir die Verwertung des Schweinemodells fir andere Fragestellungen
kommt die MWM Biomodels GmbH in Tiefenbach (eine Ausgrindung der LMU Miinchen) in Frage.

5. Wahrend der Durchfihrung des Vorhabens dem ZE bekannt gewordener Fortschritt auf dem Gebiet des
Vorhabens bei anderen Stellen:

In der Literatur und auf relevanten Kongressen wurde bislang nicht tber die Entwicklung eines
vergleichbaren RP-Schweinemodells berichtet.

6. Erfolgte oder geplante Veroffentlichung des Ergebnisses nach Nr. 6:

Das Schweinemodell wurde in Form eines Posters bei der ARVO2025 prasentiert.

Eine Publikation des Schweinemodells befindet sich in Vorbereitung und soll Ende 2025 eingereicht
werden.

Eine weitere Publikation mit der Beschreibung des Effekts von RACVF ist im Anschluss geplant.



