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Konsortial-Ubergreifende Zusammenfassung

Erbliche Netzhautdegenerationen (engl. retinal degeneration; RD) sind eine Gruppe von
schweren, bis heute praktisch in allen Formen unheilbaren Augenerkrankungen. Die Schaffung
neuer, innovativer Therapiemdglichkeiten ist bei RD wegen dem fortschreitenden Sehverlust bis
hin zur Erblindung von besonderer Bedeutung, sowohl aufgrund der Einschrankung der
individuellen Lebensqualitat als auch der groRen sozioékonomischen Belastung. Bei bis zu 30%
der RP-Patienten ist der Verlust der Stabchen-Photorezeptoren durch einen UberschuR an dem
Botenstoff cGMP bedingt. Das TargetRD Konsortium fokussierte sich auf den cGMP-
Signaltransduktionsweg und die Proteinkinase G (PKG) und den cyclic-nucleotide-gated (CNG)-
Kanal als therapeutische Ziele, denn im Krankheitsmodell konnten wir zeigen, dass sowohl die
genetische Inaktivierung von CNG-Kanal als auch die Inhibition von PKG die
Netzhautdegeneration verlangsamen bzw. reduzieren kann. Neben PKG und CNG-Kanal
wurden aber auch hyperpolarisation-cyclic-nucleotide-gated (HCN)-Kanale als weiteres
mogliches Target untersucht.Insgesamt konnte gezeigt werden, dal in RD-Tiermodellen eine
Uberaktivierung der PKG —und zwar speziell der 1B Isoform— mit hoher Wahrscheinlichkeit
ursachlich fir die Degeneration von Stabchen-Photorezeptoren ist. Dementsprechend konnte
mit DF238 ein cGMP-Analogon identifiziert werden das PKG1B mit hoher Spezifitdt inhibieren
kann, in rd10 Mausnetzhaut eine signifikant protektive Wirkung zeigte und dabei einen Erhalt der
Netzhautfunktion vermittelte. Diese Ergebnisse sind von grof3er Bedeutung flir weitere Therapie-
entwicklungen und sind Gegenstand von aktuellen Kommerzialisierungsbemihungen der
TargetRD Partnerfirma Mireca Medicines (TUubingen).

Teilprojektspezifische Zusammenfassung

Ziel des Teilprojektes ,in vivo Studien und Biomarker® war die Entwicklung und Bereitstellung
von Biomarkern fir die Targets PKG, CNG1, und HCN1 sowie deren Anwendung zur Target-
validierung anhand der in den anderen Teilprojekten geleisteten Vorarbeiten in den in vivo-
Modellen rd1 und rd10. Details der Compoundaktivitdt bezlglich der untersuchten Targets
sollten zudem in den vor der schnellen Degeneration geschiitzten Modell-Linien rd1*Cngb1™
und rd10*Cngb1™ in den in den anderen, vorgeschalteten Teilprojekten analysiert werden.

Voraussetzung fir die in vivo-Untersuchungen ist das vorliegen valider Ergebnisse zu den letzt-
endlich einzusetzenden Compounds aus den vorgeschalteten Teilprojekten. Aufgrund der durch
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die COVID-19-Pandemie verursachten Hindernisse weltweiten Ausmalles hatten sich auch die
Arbeiten des gesamten Konsortiums verzdgert. Daher stand im Projekt EKUT-DON zunachst die
Entwicklung & Bereitstellung von Biomarkern fur die Targets PKG, CNG1, und HCN1 sowie die
Anzucht & Bereitstellung der murinen Mutanten fiir die Explantat-Kulturen im Fokus. Erst gegen
Ende des Projektzeitraumes waren schlielRlich anhand von ex vivo Netzhautpraparationen vali-
dierte Compounds fir die Anwendung am Tier verfligbar, so da} diese Untersuchungen erst in
2024, nach Ende der Férderung, angegangen werden konnten. Dabei ist es uns gelungen, die
Wirkung eines ersten Compounds mit PKG als Target erfolgreich fur therapeutische Entwick-
lungen in vivo bei rd1 und rd10 zu validieren, wie im ausflhrlichen Bericht naher dargestellt.

Bei den Arbeiten zu den WPs 2.1-2.2 und 2.5-2.6 wurden zunachst die Biomarker fur die
Targets PKG, CNG1 und HCN1 angegangen, da diese Arbeiten weitgehend unabhangig von
den Ergebnissen der anderen Partner méglich waren. Insbesondere betraf dies die Erfassung
der biologischen Eigenschaften der Targets in vivo anhand entsprechender Krankheitsmodelle,
die die Targets spezifisch exprimieren bzw. nicht exprimieren, mittels Bildgebung und
Funktionsdiagnostik, sowie die Entwicklung und Verfeinerung potentieller Biomarker auf der
Basis der Untersuchungen. Dabei wurden wichtige Einblicke in die zugrundeliegende Patho-
physiologie der PDE6B-abhangigen rd1 und rd10-Modelle wahrend der schnellen Degene-
rationsphase zwischen etwa 10 und 30 Tagen postnatal gewonnen, die wegen ihrer Bedeutung
noch in diesem Jahr hochrangig publiziert werden sollen. In &hnlicher Weise konnten zum
Target HCN1 ahnlich wichtige Einsichten erzielt werden, die noch weiter ausgebaut werden
missen und die Grundlage eines bei der DFG eingereichten Antrages bilden (in Publikationen
wird selbstverstandlich auf die TargetRD-Férderung hingewiesen werden).

Im spateren Projektverlauf ergaben sich klare Hinweise darauf, da} vornehmlich PKG13 das
Target der im Konsortium betrachteten cGMP-Analoga ist. Folglich wurden die den CNG-Kanal
betreffenden WPs 2.3-2.4 und 2.7-2.8 zuriickgestellt, auch da die vorgesehene Analyse bei den
anderen Partnern wegen des Endes des Forderzeitraums nicht mehr mdglich war, und die in
vivo-Untersuchungen konzentrieren sich bezlglich Fragen des Zelltodmechanismus auf PKG1[.

Fir eine kurze Ubersicht der von EKUT-DON bearbeiteten Arbeitspakete und der erreichten
Meilensteine siehe Tabelle 1. Weiterhin sind aus dem direkten Projektteil von EKUT-DON bisher
zwei wissenschaftliche Publikationen hervorgegangen, drei weitere Artikel wurden zu
assoziierten Themen publiziert, eine weitere ist derzeit eingereicht. Die aktuellen in vivo-Arbeiten
werden noch vervollstandigt und die Ergebnisse anschliefiend ebenfalls publiziert.

Tabelle 1: Vorhaben und Meilensteine von EKUT-DON wahrend des TargetRD Projekts

WP2.1-2.2 Functional and morphological in vivo analysis in rd1, Cngb1” mice
WP2.5-2.6 Functional and morphological in vivo analysis in rd10, Cngb1™ mice

WP2.3-2.4 Functional and morphological in vivo analysis in rd1 x Cngb1” mice
WP2.7-2.8 Functional and morphological in vivo analysis in rd10 x Cngb1” mice

WP3.1-3 Schutz des geistigen Eigentums, Veroffentlichung, Wissenstransfer
und Kommerzialisierung

MS5 (M43) In vivo functional & morphological animal data acquisition for different
genotypes finished

MS6 (M43) [ Analysis of in vivo efficacy data (morphology, retinal function) finished

MS7 (M24) | Erfolgreiche Verbreitung und/oder Veroffentlichung der
Projektergebnisse.

NINNNON
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Teil 1I: Teilprojektspezifische eingehende Darstellung

Personalsituation:

Zu Projektbeginn hatten sich aufgrund der COVID-19 Pandemie sowohl hinsichtlich der Rekru-
tierung von Personal als auch den Projektablaufen der Partner des Konsortiums erhebliche
Verzégerungen ergeben, auf die bereits in den vom BMBF durchgeflinrten Umfragen zum
Mittelbedarf in 2020 als auch im Zwischenbericht im April 2021 fiir das Jahr 2020 hingewiesen
worden war. Fir dieses Teilprojekt ,In vivo Studien und Biomarker® konnte wahrend den
Lockerungsphasen der COVID 19-Situation in den Sommerhalbjahren 2020 und 2021 er-
folgreich Personal rekrutiert und zum 1.10.2020 (Herr Glnter) bzw. zum 15.7.2021 (Frau Bel-
hadj) eingestellt werden. Beide Mitarbeiter/innen hatten sich in die komplexen bendtigten
Techniken eingearbeitet und die Untersuchungen der zugrundeliegenden Krankheitsmodelle
hinsichtlich der Biomarker maRgeblich umgesetzt. Frau Belhadj hatte das Konsortium dann zum
1.1.2023 verlassen, um eine Stelle in den USA anzutreten, womit der investierte Aufwand fir die
spezifische Ausbildung fur das Projekt verloren ging und in der besonders intensiven Endphase
des Projektes nicht mehr zur Verfigung stand. Herr Gilinter hatte besonders tiefgehende
Kenntnisse in der Phanotypisierung von Tiermodellen aufgebaut und wurde auf der diesjahrigen
Jahrestagung der International Society for Clinical Electrophysiology of Vision (ISCEV) dafur mit
dem renommierten Eberhard-Dodt-Preis ausgezeichnet, den in den 28 Jahren seit Begrindung
bisher nur zwei Deutsche Nachwuchswissenschaftler gewinnen konnten (Bild unten, 2. v.L).

Die Folgen der Verzbgerungen in den anderen
Teilprojekten und des Ausscheidens von Frau Bel-
hadj konnten durch eine kostenneutrale Laufzeit-
verlangerung abgemildert und die anstehenden in
vivo Arbeiten flr das Teilprojekt in groRen Teilen
von Herrn Ginter und den nicht geférderten Mitar-
beitern der Arbeitsgruppe durchgeflihrt werden. Die
essentielle in vivo Testung der Compounds, die die
Arbeiten des Gesamtkonsortiums komplettieren,
wurde schliel3lich ohne weitere Forderung im Jahr
2024 aufgenommen und ist noch nicht beendet.
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Wissenschaftlich-technische Ergebnisse:

Wie bereits erwahnt hatte sich die COVID-19 Pandemie neben der Personalrekrutierung auch
auf die Durchfiihrung der praktischen Arbeiten ausgewirkt, insbesondere gab es aufgrund der
Kontakt-, Mobilitats- und Zugangsbeschrankungen der Mitarbeiter Probleme bei den Funktions-
messungen. Ahnliche Beschréankungen des Tierpflegepersonals fiihrten zu Schwierigkeiten bei
der Tierhaltung und Zucht der bendtigten Linien. Dagegen war dieses Teilprojekt von den
erheblich gestiegenen Kosten fur Verbrauchsmittel weniger stark betroffen. Diese zu
Projektbeginn und im weiteren Verlauf nicht vorhersehbaren Ereignisse haben zu Anderungen
im Arbeitsprogramm und Umschichtungen bei den finanziellen Mitteln geflihrt. Im Vergleich des
Vorhabenstands mit der urspriinglichen Arbeits-, Zeit und Kostenplanung wurden daher die
Zeitfenster der WPs des Teilprojekts 2 verlangert und deren Ende entsprechend nach hinten
verlagert. Die Anderungen in der Projektlaufzeit filhrten auch zu analogen Verschiebungen im
Meilensteinplan, wobei sich die Meilensteine 5-7 entsprechend nach hinten verschoben. Fir die
Erreichung der Ziele des Vorhabens war somit aufgrund der COVID 19-bedingten allgemeinen,
nicht projektspezifischen Einschrankungen insbesondere sowohl des experimentellen Arbeitens
vor Ort, der Personalrekrutierung als auch der Verzégerung in den Partnerprojekten und den
wissenschaftlichen Neuentwicklungen eine kostenneutrale Laufzeitverlangerung unabdingbar.
Die in vivo-Evaluation der bisherigen Ergebnisse des Konsortiums ist aus unserer Sicht ein
essentieller Schritt auch fur eine mogliche Verwertung und ggf. Weiterfihrung. Daher fuhren wir
diese nach Vorliegen aller Voraussetzungen in diesem Jahr ohne weitere Férderung durch.

WP1
WP1.1 — WP1.13: Wurden von anderen Projektpartnern bearbeitet.
WP2

WP2.1 & WP2.2: In den WPs 2.1 und 2.2 waren zunachst die Grundlagen fur die spateren
Therapieanwendungen an der rd1-Linie zu erarbeiten. Dies beinhaltete eine genaue Analyse
des Verlaufs der Degeneration, um ein ,window-of-opportunity“ festlegen zu kdnnen, und die
Entwicklung von Biomarkern fur die Beurteilung des Therapieerfolges. Die in vivo-Untersuchun-
gen (Abb. 1) gliedern sich dabei in eine funktionelle Komponente (Elektroretinographie (ERG),
WP2.1) und eine Bildgebungskomponente (Scanning Laser Ophthalmoskopie (SLO) und Optical
Coherence Tomography (OCT), WP2.2). Fir die funktionelle Untersuchung mittels ERG werden
Lichtblitze verschiedener definierter Starke mittels einer Ganzfeldkugel méglichst gleichmaRig
auf die Netzhaut projiziert, wo sie eine elektrische Antwort der am Sehvorgang beteiligten
Neurone auslésen. Diese Antworten sind mittels einer kornealen Elektrode als Spannungen
meRbar (Teilbild unten rechts). Die primare Bildgebung erfolgt mittels SLO, wobei ein
Oberflachenbild der Netzhaut durch Abrastern mittels eines Laserstrahls erzeugt wird. Je nach
Wellenlange des Lasers ergeben sich dabei verschiedene Eindringtiefen. Bei der nativen
Bildgebung (Teilbild oben links) wird das gesamte reflektierte Licht zur Erstellung des Bildes
verwendet. Es kann aber auch ein ,Barrier Filter* in den Strahlengang eingebracht werden, der
nur Licht eines bestimmten Wellenldngenbereichs passieren lalkt und die Wellenlange des
eigentlichen Lasers selbst ausschlief3t. Dadurch kann die Fluoreszenz (d.h. das von bestimmten
Substanzen auf Anregung durch den Laser umgewandelte Sekundarlicht langerer Wellenlange)
von Retinastrukturen oder injizierten Kontrastmitteln erfal3t werden (Teilbild unten links).
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Abb. 1: Ubersicht der in vivo-Methoden zur funktionellen und morphologischen Untersuchung

SchlieRlich bietet das OCT die Mdoglichkeit, an gewlnschten Stellen ein Schnittbild der
Schichtung der Netzhaut analog einem histologischen Schnitt zu erstellen (Teilbild oben rechts).

rd1(Pde6b™): Mit rd1 allelische Linien (rd/rd, CBA/Ki & C3H/HeJ) waren einige der ersten
natlirlichen Modelle der autosomal-rezessiv vererbten Netzhautdegeneration (Baumgartner &
Paget, 1956). Nach der Entdeckung der Bedeutung von cGMP und der damit verbundenen PDE
(Pannbacker et al., Science 1971) wurde der rd1-Phanotyp mit einem Mangel an PDEG-Aktivitat
in Verbindung gebracht (Schmidt & Lolley, 1973; Farber & Lolley 1974), und es wurde
festgestellt, dal® eine Mutation im PDE6b-Gen, das die B-Untereinheit von PDEG6 kodiert, rd1
verursacht (Pittler & Baehr, 1991). Die daraus resultierende sehr niedrige PDEG-Aktivitat fihrt zu
einem extrem hohen cGMP-Spiegel, der wiederum jeden lichtinduzierten VerschluR des CNG-
Kanals verhindert (Abb. 2, links), so dal} die Stabchen keine ERG-Lichtreaktion mehr zeigen
(Abb. 2, rechts unten). Darliber hinaus kommt es zwischen P10 und P15 zu einem extrem
schnellen Verlust von Stabchenzellen, wobei die letzte durchgehende Stabchenschicht etwa bei
P18-P20 verloren geht (Blanks et al., 1974; Carter-Dawson et al., 1978), und zu einem schnellen
Zapfenverlust (fur Retinitis Pigmentosa (RP) typischer Bystander-Effekt). Dies lalt sich sehr gut
in vivo mit der SLO-Bildgebung darstellen (Abb. 2, oben rechts). Das Interesse am Glukose- und
Energiestoffwechsel bei PDE6b-Mutanten wurde bereits geweckt, bevor genetische Details
aufgedeckt und mit der damals viel weniger empfindlichen Technologie untersucht wurden
(Lolley, 1971, Lolley & Racz, 1971). Was den Stabchenstoffwechsel betrifft, sollte die
Phototransduktion im Prinzip funktionieren, aber aufgrund der Funktionsstérung der PDE gibt es
keine lichtbedingte Aktivitat in den Stabchen. rd1-Stabchen bilden nicht einmal regulare ROS, da
diese nach der Bildung einiger Scheibchen zerfallen (Abb. 2, oben rechts, roter Kreis) und so die
schnelle Degeneration eine detaillierte Beurteilung verhindert (Paquet-Durand et al. 2011). Der
schnelle Stabchenverlust begrenzt auch die Aktivitat der genetisch nicht betroffenen Zapfen und
ihr Uberleben. Durch Verkreuzung mit einer CNGB1-defizienten Linie, die zur Abwesenheit aller
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CNG-Kanale der Stabchen fuhrt, kann die schnelle Degeneration trotz weiterhin hoher cGMP-
Spiegel (Abb. 2, unten links) aufgehalten werden. Insbesondere bilden sich regulare Disks in
den Photorezeptoren (Abb. 2, oben rechts, linkes Teilbild) und im ERG findet sich wieder eine
substantielle Zapfenfunktion (Abb. 2 unten rechts).
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Abb. 2: Ubersicht der pathophysiologischen Grundlagen und Ergebnisse der in vivo-Methoden
zur funktionellen und morphologischen Untersuchung bei der rd1-Linie (auch Cngb1-geschitzt)

Zur detaillierteren Aufklarung der degenerativen Vorgange bei PDE6-Mutanten haben wir uns
mit der Entwicklung der Photorezeptor-Aulensegmente der Stabchen (rod outer segments,
ROS) eingehender beschaftigt, da diese ja wesentlicher Teil der Erkrankung ist (Abb. 2 rechts

oben).
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Abb. 3: Ubersicht zum Wachstum der Stéabchen-AuRensegmente in der Netzhaut der Maus
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Die Lange der ROS wird dabei bestimmt durch den Zuwachs an neuen Scheibchen an der Basis
des Auliensegments (Abb. 3 rechts, obere Kurve), und der Phagozytose verbrauchter Anteile an
der Spitze des Aullensegments (Abb. 3 rechts, untere Kurve) durch das retinale Pigmentepithel
(RPE). Die dadurch erzielte tatsachliche Lange des ROS zu verschiedenen Alterszeitpunkten ist
in Abb. 3 links dargestellt. Wir haben die Daten von LaVail aus Abb. 3 links nachgemessen und
haben das Ergebnis bestatigen konnen (Abb. 4, schwarze Kurve).
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Abb. 4: Wachstum und Degeneration der Stabchen-Aufiensegmente in der Netzhaut der Maus
in den PDE6B-Mutanten rd1, rd10, und der rd1/rd10-compound heterozygoten Linie

Wie oben beschrieben flhrt der Verlust der PDE6-Funktion zu einem massiven Anstieg des
zyklischen Guanosinmonophosphats (cGMP) in den Stabchenfotorezeptoren und letztendlich zu
Retinitis pigmentosa (RP). Wir haben gezeigt, daly zyklische Nukleotid-gesteuerte (CNG) Kanale
im Stabchenaulensegment (ROS) wesentliche Mediatoren fiir die Degeneration sind (Abb. 3).
Der nachste Schritt, um die zugrunde liegende Pathophysiologie aufzudecken, bestand daher in
der Analyse der AuRensegmentverhaltnisse in unterschiedlich stark betroffenen PDEG-
defizienten Linien (Abb. 4). Ansatz: rd1-, rd10- und gemischte rd1/rd10-PDE6A-defiziente Linien
und Wildtyp-Mause (wt) wurden mittels histologischer Untersuchung untersucht. Dabei
konzentrierten wir uns auf (1) die entwicklungsbedingte ROS-Lange und (2) die Anzahl der
Fotorezeptorreihen, die das Uberleben der Stadbchen anzeigen. Beide Beziehungen wurden
mathematisch in den drei Linien rd1, rd10, rd1/rd10 und wt-Mausen modelliert. Die
entwicklungsbedingte ROS-Lange in Mutanten folgte zunachst der wt-Kurve (LaVail (1973)) bis
PN12 in rd1 und PN14 in rd10. Danach nahm sie in den PDE-Mutanten im Laufe der Zeit ab,
was dem abnehmenden Teil einer Gaul3-Kurve entspricht. Bemerkenswerterweise lag das
Verhalten der gemischten rd1/rd10-Linie genau zwischen dem von rd1 und rd10. Die Anzahl der
Stabchen-Fotorezeptorreihen (Abb. 5) war in allen Linien bei P10 normal und nahm bei P30
praktisch auf null ab, wobei ein sigmoidales Muster mit 50 % Verlust der Stabchen bei P13 (rd1),
P17 (rd1/rd10) bzw. P20 (rd10) auftrat. Die Korrelation von ROS-Lange (1) und Stabchenreihen-
daten (2) ergab, dal in allen drei Linien die maximale Rate des Fotorezeptorverlusts mit dem
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Abb. 5: Verlust der Stabchen-Kernreihen (PR rows) in der Netzhaut der Maus in den PDEGB-
Mutanten rd1, rd10, und der rd1/rd10-compound heterozygoten Linie wahrend der Entwicklung.

Zeitpunkt zusammenfiel, als die OS-Lange genau 50 % des wt-Werts betrug. Diese Daten zum
Pathomechanismus legen die Hypothese nahe, dal® die Kinetik des Krankheitsverlaufs durch ein
einfaches Produkt bestimmt wird, das durch Multiplikation der intrazellularen cGMP-Werte mit
der Anzahl der CNG-Kanéale erhalten wird. Uberschreitet dieses Produkt einen bestimmten
Schwellenwert, werden die Zellen Apoptose erleiden. In geschutzten Linien auf einem CNGB1-
defizienten Hintergrund haben Unterschiede im cGMP-Spiegel nur geringe Auswirkungen, was
gut zu unserer Hypothese paldt, da das Produkt immer Null ist (keine CNG-Kanale vorhanden).
Weitere Unterstlitzung kommt von rd1/rds-Doppelmutanten ohne ROS, die auch einen milderen
Zeitverlauf zeigen als rd1 allein (Fletcher et al. 1986). In erster Naherung korreliert die Anzahl
der CNG-Kanale linear mit der ROS-Lange. In Modellen mit hdherem intrazellularem cGMP (wie
rd1) wird der Schwellenwert fir die Apoptose mit einer geringeren Anzahl von CNG-Kanalen
erreicht als in Modellen mit niedrigeren Werten (rd10). Genau das haben wir in unserer Studie
bestatigt gefunden. Bei der Entwicklung der Netzhaut entspricht ein langeres ROS einem
spateren Zeitpunkt. Daher setzt die Apoptose in rd10 spater ein als in rd1. Fur die gemischte
rd1/rd10-Linie wirde man vorhersagen, daf® die Degeneration genau in der Mitte zwischen den
einzelnen Linien einsetzt. Und genau das haben wir auch bei den Messungen gefunden.
Zusammenfassend stellen wir eine neue Hypothese vor, in der zellulare cGMP-Werte und CNG-
Kanale die Schlisselfaktoren fir die Krankheitsentwicklung sind. Auf dieser Grundlage
getroffene Vorhersagen ermdéglichen es sehr gut, den Zeitpunkt der Apoptose in einem
praklinischen Umfeld vorherzusagen. Diese Erkenntnisse kdnnen dazu beitragen, die Natur von
PDEG6-Mutationen auch bei menschlichen Patienten besser zu verstehen und ferner CNG-
Kanale als potentielles therapeutisches Ziel in diesem Kontext hervorzuheben.

Die vorigen Experimente dokumentieren deutlich, dafd rd1 und rd10 in der Maus primar einen
Entwicklungsdefekt verursachen, und keine Degeneration im engeren Sinne, da die Netzhaut
bereits verloren geht, bevor sie Gberhaupt komplett entwickelt ist. Aber wieso geht die Netzhaut
in diesen Modellen so besonders schnell zugrunde? Als Schlisselelement sehen wir dabei das
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ROS, da es in den Mutanten nach Verlassen der Wildtyp-Kurve (Abb. 4, schwarz) Gber die Zeit
an Lange und damit Volumen abnimmt.

26
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Abb. 6: Verlust der Kapazitat der ROS in der Netzhaut der Maus in den PDE6B-Mutanten rd1,
rd10, und der rd1/rd10-compound heterozygoten Linie wahrend der Entwicklung. Bei rd10
umfalt die Differenz zum Wildtyp die grine Flache, bei rd1/rd10 die lila & die grine Flache, und
bei rd1 die rote, lila & die grine Flache. Die Langendifferenz ist proportional zum Volumen.

Wir und andere konnten zeigen, dal} Proteine, die von der Zelle eigentlich in normaler Menge
produziert werden, zum Zelltod fiihren kénnen, wenn sie nicht ihr Target-Kompartment erreichen
kénnen und im Zellkorper verbleiben (Protein Logistics Disease (PLD), Seeliger et al., 2015;
Woods et al., 2024). Dies ist im Photorezeptor ein besonderes Problem (Abb. 6 links), da (1)
eine starke Kompartimentierung vorliegt (AuRensegmente nur uber ein dunnes Verbindungs-
zilium erreichbar), und (2) insbesondere die Produktion von Rhodopsin nicht wesentlich von der
Stabchenzelle reguliert werden kann.

Im Fall der PDE6-Mutanten bedeutet das gemaf unseren Ergebnissen, dal® mit dem zunehmen-
den Langen- (und damit Volumen-)Verlust der ROS mit steigendem Alter auch eine héhere
Belastung der Zelle mit Rhodopsin entsteht, da das ROS eine sinkende Kapazitat aufweist und
so zunehmend toxisches Rhodopsin in der Zelle verbleibt. Da dies je nach Mutante zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten eintritt (Abb. 6 rechts) und mit dem Verlust der Kernreihen korreliert
(Abb. 5), ist ein wesentlicher Beitrag dieses wichtigen Zelltodmechanismus zur Degeneration
sehr wahrscheinlich. Sowohl die Ergebnisse zur Wachstumskurve als auch zur Rolle der PLD
sind neue Konzepte und sollen entsprechend hochrangig publiziert werden.

Nach Vorliegen der sachlichen Voraussetzungen (Ergebnisse der anderen Projektpartner insbe-
sondere hinsichtlich der aussichtsreichsten Compounds und der liposomalen Verkapselung)
konnte auch erfolgreich ein Tierversuchsantrag fur die Behandlung der Linien gestellt werden.
Wegen proprietarer Probleme wurde DF238 von Mireca bisher nicht fir unsere Injektionen frei-
gegeben, so dal’ wir den in vitro fast ebenso potenten PKG 1 Inhibitor DFO03 verwendet haben.
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Um eine moglichst lange Wirkdauer zu erzielen, haben wir eine liposomale Formulierung der
cGMP-Analoga angestrebt. Da diese Liposomen nur wenig lagerfahig sind, hat Herr Dr. Chris-
tensen, der nach Projektende nun in einer anderen Position in unserem Institut tatig ist, mit Zu-
stimmung seiner neuen Vorgesetzten freundlicherweise die Liposomen jeweils frisch hergestellt.

Fur die rd1-Linie wurden im Alter von 14 Tagen nach Geburt (PW2) 100uM DFO003 in Liposomen
intravitreal ins Auge injiziert und die Netzhautposition mittels Bildgebung dokumentiert. Eine
Woche spater (PW3) wurde sowohl eine Funktionsuntersuchung (ERG) als auch eine in vivo-
Bildgebung (SLO, OCT) durchgefiihrt. Dabei ergab sich eine kleine, aber eindeutige und signifi-
kante Verbesserung der schnellen Degeneration im Umgebungsbereich der Injektion (Abb. 7).

Treated PW2

Tested PW3 TargetRD results rd1 injection of CN003 100 uM at OD

rd1 LP-CNOO3 IVT

rd1 No treatment

ONL TP sty htEaanitll” oo
e !,

INL

e {
Scale bar = 50 um '

Scale bar = 150 um

Abb. 7a (oben): Histologischer Schnitt durch ein behandeltes und ein unbehandeltes Auge eines
rd1-Tieres. Die Netzhaut im mit LP-CNOO3 behandelten Auge zeigt eine bessere Erhaltung im
Sinne von mehr Kernreihen der Stabchen in der aufieren Kornerschicht (outer nuclear layer,
ONL) sowie eine ebenfalls bessere Struktur der Zapfen (rot).

Abb. 7b (unten): Quantitative Auswertung der histologischen Daten analog Abb. 7a In der Umge-
bung der Injektionsstelle findet sich eine signifikant dickere Netzhaut (ca. eine Kernreihe mehr).
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Dieses vielversprechende Ergebnis werden wir versuchen, auch mit DF238 zu wiederholen,
sobald wir von Mireca eine Freigabe fir die experimentelle Nutzung erhalten. Im Tierversuchs-
antrag ist DF238 bereits als Compound vorgesehen. Im Anschluf} sollen die Daten publiziert
werden. Wir hoffen auf eine gute Sichtbarkeit dieser therapeutisch wichtigen Erkenntnisse.

WP2.5 & WP2.6: In den WPs 2.5 und 2.6 waren, analog zu WPs 2.1 & 2.2, zunachst die
Grundlagen fir die spateren Therapieanwendungen an der rd10-Linie zu erarbeiten. Dies
beinhaltete eine genaue Analyse des Verlaufs der Degeneration, um ein ,window-of-opportunity®
festlegen zu konnen, und die Entwicklung von Biomarkern fur die Beurteilung des Therapie-
erfolges. Die in vivo-Untersuchungen (Abb. 1) gliedern sich dabei ebenfalls in eine funktionelle
Komponente (Elektroretinographie (ERG), WP2.5) und eine Bildgebungskomponente (Scanning
Laser Ophthalmoskopie (SLO) und Optical Coherence Tomography (OCT), WP2.6).

rd10 (Pde6b™'®): Wie rd1 tragen rd10-M&use (Chang et al., 2002) eine spontane Mutation in
Pde6b, aber mit einer héheren verbleibenden PDE-Aktivitat. Der Verlauf ist daher viel milder als
beim extrem schnellen rd1, wobei die letzte Stabchenschicht bis ca. P26-P30 bestehen bleibt.
Sowohl rd1 als auch rd10 wurden haufig als Modelle fur RP verwendet. Der weniger extreme
Verlauf bei rd10 (Samardzija et al., 2012; Pennesi et al., 2012) er6ffnet ein breiteres Zeitfenster
fur therapeutische Strategien. Ein wesentliches Merkmal von rd10 ist jedoch seine Anfalligkeit
gegeniber Lichteinwirkung, die die Degeneration beschleunigt, was mittels Dunkelaufzucht
nachgewiesen wurde (Chang et al., 2007; Li et al., 2020, Sundar et al., 2020). Diese
Lichtempfindlichkeit schlie3t Langsschnittstudien, die intensives oder sogar Raumlicht erfordern,
in unbehandelten rd10 aus, was ein Problem fir In-vivo-Bildgebung und Funktionstests darstellt
(Weh et al., 2021). Andererseits ist anzunehmen, dal} Therapieefeekte die Lichtempfindlichkeit
reduzieren kénnen. Wie in rd1 flhrt die niedrige PDEG-Aktivitdt zu erhdhten cGMP-Werten, die
das lichtinduzierte SchlieBen des CNG-Kanals ganz oder zumindest weitgehend verhindern,
wahrend die Zapfenreaktionen zunachst im normalen Bereich zu liegen scheinen (Chang et al.,
2002 & 2007; Barhoum et al., 2008; Wang et al., 2018). Die Phototransduktion sollte also
funktionieren, aber die lichtbedingte Aktivitdt der Stabchen ist stark reduziert oder gar nicht
vorhanden. Eingriffe in Stoffwechselwege und Membranstrome kénnen die Degeneration bei
rd10 abmildern (Kanan et al., 2022, Olivares-Gonzalez et al., 2018, Kilicarslan et al., 2021).
Aufgrund der weniger schnellen Degeneration als bei rd1 ist rd10 fur die praklinische Beurteilung
in Therapiestudien gut geeignet, was aber auch eine entsprechend lange anhaltende Wirkung
und/oder Verfugbarkeit des Therapeutikums erfordert.

Im Rahmen des Projektes haben wir Transducin a
nach einem Mechanismus fir die '
Lichtempfindlichkeit gesucht. Unsere
Hypothese ist, dal} die lichtabhangige
Verflgbarkeit von Transduzin (Tra) die
Restfunktion der PDE verstarkt. Die
Daten legen nahe, dal} Transducin a
so moglicherweise den Krankheits- 20x/0.8 M27-Air 63x/1.40.M27-Oil
verlauf bei PDEG6-assoziierter RP TR e
modifizieren und cGMP-abhangige

rd10 Control

murine  RP-Modelle durch eine %

Erhéhung der Basisaktivitat von PDE6 E

schiitzen kann. Tra soll daher in die &

weiteren praklinischen Arbeiten mit g

einbezogen werden, insbesondere im =
Hinblick auf die Bewertung therapeu- 20x/0.8 M27-Air 63x/1.40 M27-Qil [ 100x/1.46 DIC M27-0il
tischer Ziele. Abb. 8: Verteilung von Tra in der rd10-Linie (hell vs. dunkel)
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Die rd10-bezogenen Arbeiten zur AuRensegmentlange (ROS), deren Verlauf in der Entwick-
lungsphase und die damit zusammenhangende Degeneration sowie das Konzept der Protein
Logistics Disease (PLD) wurden bereits im vorigen Abschnitt zu rd1 vorgestellt. Wesentlicher
Unterschied in den Biomarkern ist die Moglichkeit, bei rd10 noch von Null verschiedene
Ergebnisse bei der Funktionsmessung (ERG) zu erhalten.

Wie bei rd1 wurden fir die rd10-Linie im Alter von 14 Tagen nach Geburt (PW2) 100uM DF003
in Liposomen intravitreal ins Auge injiziert und die Netzhautposition mittels Bildgebung doku-
mentiert. Eine Woche spater (PW3) wurde sowohl eine Funktionsuntersuchung (ERG) als auch
eine in vivo-Bildgebung (SLO, OCT) durchgeflihrt. Dabei ergab sich eine ahnliche Verteilung von
liposomalen Markern in der Nachbarschaft der Injektionsstellen wie bei rd1 (Abb. 9), ohne daf
eine meRbare Verdickung in diesem Bereich gefunden wurde.

Treated PW2

Tested PW3

TargetRD results rd1 injection of CN003 100 pM at OD

close to the injection site.

rd1 LP-CNO03 IVT injection site
rd1 LP-CNOO03 IVT Injection site negative control

Scale bar = 50 um

Abb. 9a (oben): Verteilung der Liposomen anhand des Markers PEG in der Netzhaut der Maus
in den PDEG6B-Mutanten (hier: rd1, fur rd10 liegt diese spezielle Farbung (noch) nicht vor).

Abb. 9b (unten): Verteilung der intravitreal injizierten Liposomen in der Netzhaut der Maus in den
PDEG6B-Mutanten. In vivo-Bildgebung (SLO & OCT, hier: rd1 wegen dem Vergleich zu 9a). A:
SLO-Oberflachenbild mit den beiden Schnittebenen fir B; B: OCT-Schnitte nahe der
Einstichstelle (schwarzer Pfeil) mit deutlicher Markierung des Injektionsbereichs (weile Pfeile).

Fundus Imaging

Treated rd1 @PN 14
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Bei der Funktionsmessung (ERG) in PW3 konnten klare Potentiale registriert werden (Abb. 10).
Dabei ergab sich eine ahnliche Verteilung von liposomalen Markern in der Nachbarschaft der
Injektionsstellen wie bei rd1 (Abb. 9), ohne daR eine melibare Verdickung in diesem Bereich
gefunden wurde.
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Abb. 10: Funktionsmessung (ERG) in PW3 bei mit DF003 in Liposomen in PW2 intravitreal be-
handeltenrd10-Mutanten im Vergleich zu Literaturdaten unbehandelter rd10-Tiere (oben rechts,
schwarze Kurve in PW3). Die gemessenen Kurven stimmen mit denen aus der Literatur tGberein.
Oben: Skotopische (dunkeladaptierte, links) und photopische (helladaptierte, rechts) Intensitats-
serie (ganz oben: beispielhafte Einzelantworten, darunter: Median und Quantile). Unten:
Skotopische (dunkeladaptierte, links) und photopische (helladaptierte, rechts) Frequenzserie
(Blitze gleicher Intensitat aber variabler Frequenz). Rot: unbehandelt, Grau: behandelt.

Die gemessenen Potentiale (wie in Abb. 10) sind wegen der Komplexitat der retinalen Signal-
wege nicht eindeutig dem Stabchen- oder Zapfensystem zuweisbar. Dies liegt darin begriindet,
dafy Stabchen und Zapfen in einen gemeinsamen Pathway projizieren, wobei die Umschaltung
durch die normalerweise unterschiedliche Lichtempfindlichkeit beider Photorezeptortypen gere-
gelt ist. Sind die Stabchen weniger lichtsensitiv, wie es hier im Krankheitsverlauf von rd10 anzu-
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nehmen ist, kdnnen sie das Zapfensignal komplett blocken, wie wir in HCN1-Mutanten zeigen
konnten (Seeliger et al., 2011). Dieser Effekt kdnnte auch lokal unterschiedlich (Mosaik) auftre-
ten. Wir haben daher versucht, Zapfensignale noch spezifischer hervorzurufen. Dazu haben wir
ein von uns neu entwickeltes Setup zur Stimulation mit UV-Licht eingesetzt (Abb. 11). Aber auch
mit diesem Setup lieR sich der Ursprung des Signals (noch) nicht eindeutig klaren, obwohl vieles
daflir spricht, da die Stabchenkomponente auch im photopischen Bereich dominiert; einen
Seitenunterschied konnten wir ebenfalls nicht sicher finden.

o

Abb. 11: Setup der UV-Funktionsmessung (UV-ERG).

SchlieRlich haben wir die Rolle des Targets HCN1 und dessen Zuganglichkeit mittels elektrophy-
siologischer Biomarker untersucht (Abb. 12).

HCN1 in hyperpolarization-driven signalling
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Abb. 12: Rolle von HCN1 in Stabchen fir die visuelle Signalgeneration und —adaptation.

12
Sachbericht zum Verwendungsnachweis Projekt TargetRD — EKUT-DON



Bei HCN1-Defizienz in den Stabchen wird die Dauer des lichtinduzierten Signals nicht regelrecht
begrenzt (abnormal termination, Abb. 12), wie wir in der angeflihrten Nature Communications-
Arbeit zeigen konnten. Wahrend unserer Suche nach elektrophysiologischen HCN1-bezogenen
Biomarkern haben wir entdeckt, dals HCN1-Kanale in Stabchen- und Zapfen ganz andere
Funktionen Ubernehmen (Abb. 13). Diese Unterschiede sind fur das Sehsystem hochgradig
relevant, haben aber wenig Bedeutung flir die Ausgangsfrage bei PDE6-Mutanten. Daher haben
wir auf der Basis dieser Erkenntnisse einen DFG-Antrag zur weiteren Ausarbeitung eines
umfassenden Konzeptes als Teil eines Graduiertenkollegs gestellt. Daher soll an dieser Stelle
diese umfangreiche und hochkomplexe Thematik nicht weiter vertieft werden.
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Abb. 13: Unterschiede in der Aktivitdt von HCN1 in dunkel- und helladaptierten Netzhauten.

WP2.9-2.12: In diesen WPs waren Untersuchungen von Partner EKUT-CDM an (unbehandelten)
Netzhauten von rd1 und Cngb1™ Mausen ex vivo vorgesehen, die unmittelbar im Anschluf an in
vivo Untersuchungen vorgenommen werden sollten. Auch hier kam es zu pandemiebedingten
Verzdgerungen im Ablauf, letztendlich konnten jedoch die Tiere (i.e. rd1, rd10, Cngb1l™, rd1 x
Cngb1™) bereitgestellt und die Untersuchungen zu verschiedenen degenerativen Markern an
unbehandeltem Gewebe ex vivo durchgefiihrt werden. Der postnatale Degenerationsverlauf fur
den jeweiligen Genotyp wurde als Grundlage fir die Therapien in vivo erfalt (Abb. 14). Diese
Daten dienen insbesondere dazu, die gunstigsten Behandlungszeitpunkte, auf der Grundlage
von und verbunden mit den Einschrankungen des ex vivo-Ansatzes, abzuschatzen. Der
vorhergesagte optimale Behandlungszeitraum fiir die verschiedenen Mutanten ist in Abbildung
14 eingetragen (farblich unterlegt). rd10 x Cngb1” Doppelmutanten (WP2.12) wurden nicht ex
vivo untersucht.
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Abb. 14. Voranschreiten der Netzhautdegeneration in unterschiedlichen RD-Mutanten ex
vivo (Partner EKUT-CDM). Gezeigt ist die Anzahl der Photorezeptorreihen in der dufieren
Kornerschicht (Englisch: outer nuclear layer, ONL) in Abhangigkeit von den Tagen nach der
Geburt. Verglichen wird hier die ex vivo Situation in wild-typ Kontrolltiere mit rd1, rd10, Cngb1™,
und rdl x Cngbl” Mutanten. Wahrend der Verlust der Photorezeptoren in der rdl Maus
besonders schnell voranschreitet, ist dieser Prozess in der rd10 Maus deutlich verlangsamt.
Interessanterweise fiihrt der Verlust der CNG-Kanal Funktion in der rd1 x Cngb1™ zu einer noch
langsameren Progression. Die Cngbl” Mutante zeigt in diesem Vergleich den langsamsten
Degenerationsverlauf. Die fur eine Behandlung in den jeweiligen Mausmutanten optimalen
Zeitrdume sind durch die farblich unterlegten Flachen dargestellt (rot = rd1, orange = rd10; gelb
= Cngb1™). Die Tests wurden an n = 4 bis 10 verschiedenen Netzhduten von verschiedenen
Tieren eines jeden Genotyps durchgefuhrt. Fehlerbalken: Mittelwert mit SD.

Es ist weiterhin vorgesehen, dall nach Moglichkeit hinreichend ex vivo Untersuchungen von
degenerativen Markern an behandelten Tieren durchgefiihrt werden. Der Abschlul® dieser
Arbeiten wird aufgrund der noch laufenden Therapiestudien erst Ende 2024 erfolgen kénnen.
Hierfur stehen It. Partner EKUT-CDM in begrenztem Umfang zusatzliche Ressourcen aus insti-
tutionellen Mitteln zur Verfligung, so dal eine erfolgreiche Bearbeitung mit anschlieRender
wissenschaftlicher Publikation realistisch erscheint.

WP3

WP3.1: Fragen zu geistigem Eigentum wurden sowohl im Rahmen der regelmafligen
Telekonferenzen des Konsortiums (siehe WP4.2), als auch auf den halbjahrlichen face-to-face
Meetings besprochen. Wahrend des TargetRD Projekts konnten keine weiteren patentfahigen
Entwicklungen identifiziert werden.

WP3.2: Eine Reihe von wissenschaftlichen Publikationen sind bereits aus den Arbeiten des
TargetRD Konsortiums hervorgegangen, weitere Artikel sind derzeit in Vorbereitung, bzw.
eingereicht. Einzelne Projektergebnisse sind u.a. auf den ARVO- und den ISCEV-Konferenzen
2023 und 2024 vorgestellt worden.

Die folgenden peer-reviewed wissenschaftlichen Artikel konnten mit Beteiligung von EKUT-DON
Wissenschaftlern publiziert werden, bzw. sind gegenwartig zur Publikation akzeptiert (EKUT-
DON-Mitarbeitende fett gedruckt:

1. Yan J, Glinter A, Das S, Miuhlfriedel R, Michalakis S, Jiao K, Seeliger MW, Paquet-
Durand F. Inherited Retinal Degeneration: PARP-Dependent Activation of Calpain
Requires CNG Channel Activity. Biomolecules 2022;12:455. doi: 10.3390/biom12030455
open-access article.

2. Orlich MM, Diéguez-Hurtado R, Muehlfriedel R, Sothilingam V, Wolburg H, Oender CE,
Woelffing P, Betsholtz C, Gaengel K, Seeliger M, Adams RH, Nordheim A.. Mural Cell
SRF Controls Pericyte Migration, Vessel Patterning and Blood Flow. Circ Res 2022;
131:308-327. doi: 10.1161/CIRCRESAHA.122.321109

3. Glnter A, Sothilingam V, Orlich MM, Nordheim A, Seeliger MW, Muhlfriedel R. Mural
Serum Response Factor (SRF) Deficiency Provides Insights into Retinal Vascular
Functionality and Development. Int J Mol Sci 2023; 24:12597.
doi: 10.3390/ijms241612597. open-access article
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4. Yan J, Wang L, Yang QL, Yang QX, He X, Dong Y, Hu Z, Seeliger MW, Jiao K, Paquet-
Durand F. T-type voltage-gated channels, Na+/Ca2+-exchanger, and calpain-2 promote
photoreceptor cell death in inherited retinal degeneration. Cell Commun Signal 2024;
22:92. doi: 10.1186/s12964-023-01391-y

5. Gunter A, Belhadj S, Seeliger MW, Miuhlfriedel R. The Mongolian gerbil as an
advanced model to study cone system physiology. Front Cell Neurosci 2024;18:1339282.
doi: 10.3389/fncel.2024.1339282. eCollection 2024. open-access article.

6. Gunter A, Jarboui MA, Mihlfriedel R, Seeliger MW. A remarkable degree of
conformance between the visual streak of the Mongolian gerbil and the human central
retina; biorxiv.org/content/10.1101/2024.08.28.610039v. In review, Aging and Disease.

Bei 3 dieser Publikationen handelt es sich um frei zugangliche Artikel (siehe Open Access
Article Markierung).

WP3.3: keine Aktivitaten seitens EKUT-DON.

WP4

WP4.1: Der TargetRD Konsortialvertrag wurde 2020 abgeschlossen und von allen Partnern
unterzeichnet. Ebenfalls wurde ein ,Consulting Agreement® inkl. einer entsprechenden
Geheimhaltungsvereinbarung (confidentialty agreement; CDA) mit dem Projekt Mentor, Herrn
Dr. Andreas Wenzel von der Firma Roche (Basel), ausgearbeitet und von allen Partnern
gegengezeichnet.

WP4.2: Virtuelle Konferenzen des gesamten Konsortiums fanden Uber die Skype und Zoom
Plattformen in 3-4-wochigem Turnus statt. Diese regelmafRigen virtuellen Meetings waren
wahrend der Dauer der COVID-19 Pandemie und der entsprechenden Kontaktbeschrankungen
ein wesentlicher Faktor, der zu einem guten Projektfortschritt beigetragen hat, bzw. eine
Durchfiihrung Gberhaupt erst ermdglicht hat.

WP4.3: Diese Aufgabe beinhaltete die Organisation der Konsortialtreffen. Bedingt durch die
COVID-19 Pandemie konnten in den ersten Projektjahren nicht alle geplanten
Konsortialmeetings in Prasenz durchgefiihrt werden. Das erste Meeting des TargetRD
Konsortiums, das in Prasenz stattfinden konnte, wurde im September 2021 abgehalten. Ab Mai
2022 konnten dann aber alle weiteren Konsortialmeetings wie geplant in Prasenz abgehalten
werden (Mai 2022 in Kassel, Oktober 2022 in Bremen). Das Abschlielende Treffen aller
Konsortialpartner fand in Prasenz im Mai 2023 in Tubingen statt.
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