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Es heif3t, der groite Fehler ist es aufzugeben und dass wahre Stirke darin liegt, es
weiter zu versuchen.

Wenn man darauf vertraut, dass alles gut wird, und man sich daran erinnert, was man
alles geschafft hat, so hat man den richtigen Blick auf die Dinge und hért nicht auf
zu kimpfen. Denn zu guter Letzt bleibt einem nur die Gewissheit, dass man sein
Moglichstes getan hat und dass man es morgen wieder versuchen kann.

[ Zitat aus ,,Being Eﬁ'm“]
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Zusammenfassung

Zink-Finget- bzw. transcription activator-like effector-Nukleasen (ZFNs/TALENs) sind vielversprechende
Werkzeuge im Zuge der Reparatur genomischer Mutationen, indem diese den Mechanismus der
Homologen Rekombination begiinstigen. In Studien zur Himophilie konnte bereits eine Nuklease-
vermittelte Genkorrektur unter Verwendung von AAV-Vektoren demonstriert werden. Dabei kodierten
diese sowohl fiir die Doppelstrangbruch- (DSB) induzierenden ZFN-Nukleasen, als auch den Einbau des
Reparatur-Templates durch den Reparaturmechanismus der Homologen Rekombination (HDR, engl.
bomology-directed repair). Wihrend der Einsatz von stabil exprimierenden AAV-Vektoren zwar als sicher
angesechen werden kann, ist eine transiente Expression von Nukleasen ausreichend, um genomische
Modifikationen zu erzeugen. Demzufolge wire die zeitlich begrenzte Expression von ZFNs ein
entscheidender Vorteil, um potentielle Nuklease-bedingte Nebeneffekte zu reduzieren. In den letzten Jahren
hat sich als Alternative zu traditionellen, viralen gentherapeutischen Vektoren, modifizierte messenger RNA
(mRNA) als vielversprechend herausgestellt. Dessen Vorteile liegen sowohl in einer transienten
Proteinexpression, bei gleichzeitiger Vermeidung genomischer Integration, als auch in dessen chemischen
Modifizierungen, die eine stabile Expression und das Ausbleiben von Immunantworten begiinstigen. Eine
solche Co-Transfektion mRNA-kodierender Nukleasen in einem gentherapeutischen Kontext macht
mRNA daher zu einem idealen Vehikel. In dieser Studie wurden solche optimierten mRNA-kodierenden
Nukleasen verwendet, um die erfolgreiche Genkorrektur am murinen Modell der SP-B Detizienz zu
demonstrieren.

Fir die Genkorrektur des SP-B Lokus wurde zunichst ein Panel aus 7 silico generierten ZFNs und TALENSs
hergestellt. Det dual-luciferase single-strand Assay sowie der T7-Endonuklease I -Assay verifizierten fur
TALEN-1 (T1) und ZFN-3 (Z3) eine hohe Schnitt-Effizienz ex vivo, wodurch bis zu 39 % der Allele durch
das nicht-homologe end-joining (NHE]) repariert wurden. Im Gegensatz zu Plasmid-DNA (pDNA) stieg
dabei die Induktion an DSBs signifikant an (P < 0,05). Die Kombination mit einem Reparatur-Template,
welches eine Nhel-Restriktionsschnittstelle in den SP-B Lokus einfiigte, konnte ebenfalls ein signifikanter
Anstieg in der HDR fir mRNA verzeichnet werden (P < 0,05). Da Z3 effizienter in der DSB-Induktion
sowie der HDR war, wurde diese fiir alle folgenden Experimente verwendet. Zur Optimierung der Z3-
Expression 7 vivo wurden zwei Modifikationen (Wn.0/m5C.0 und s2Uq.25/m5Cq2s5) mit und ohne
Komplexierung in mit Chitosan-beschichteten poly(D,L-Laktid-Co-Glycolid) Nanopartikeln (NPs) getestet.
Dabei ergaben sich fiir markierte s2U 0.25/m5C .25 Z3 mRNA (im Weiteren als Z3 nec-mRNA bezeichnet)
mit NPs die hochsten Expressionslevel- nach intratrachealer (i.t.) Applikation in die Lunge. Uber einen
IFN-a ELISA wurde zusitzlich ein signifikanter immunstimulatorischer Effekt der Z3 nec-mRNA
ausgeschlossen. Die sequenzspezifische HDR wurde anschlieBend ex »ivo iiber die Co-Applikation eines
CAG-Promoter enthaltenden AAV- Donot-Templates (AAVG6-Donor) zusammen mit AAV-kodierender Z3
(23 AAV) oder Z3 nec-mRNA erfolgreich getestet. Diese gentherapeutische Manipulation zeigte sich
ebenfalls in Gen-korrigierten, transgenen SP-B Mausen mit signifikant hoheren Ubetlebensraten als die der
Mock-behandelten Gruppen (P < 0,001). Korrigierte SP-B Miuse zeigten dabei eine normale
Lungenfunktion im Vergleich zu Positivkontrollen. Ebenfalls wurde im Vergleich zu PBS-behandelten
Miusen kein signifikanter Anstieg in der IL-12 Produktion beobachtet. Sequenzspezifische DSB-Induktion
sowie HDR bestitigten die Ausprigung eines normalen Phinotyps, wobei zwischen Z3 AAV und Z3 nec-
mRNA keine Unterschiede zu erkennen waren. Die immunhistochemischen Analysen bestitigten zusitzlich
die zeitlich limitierte Expression der Z3 nec-mRNA im Vergleich zu Z3 AAV.

Die hier erhaltenen Ergebnisse bestitigen eindrucksvoll, dass die Applikation von nec-mRNA in
Kombination eines AAV-Donors zur erfolgreichen Genkorrektur des transgenen SP-B Lokus fihrt und
somit die konstitutive SP-B Expression sowie eine normale Lungenfunktion nach Absetzen von Doxycyclin
erlaubt. Verglichen mit AAV, zeigte Z3 nec-mRNA eine zeitlich limitierte Nuklease-Expression, wodurch
mogliche Nebeneffekte im Gegensatz zu dauerhaft aktiven AAV-Nukleasen reduziert werden kénnen.
Zusitzlich macht die Abwesenheit einer Immunantwort nec-mRNA zu einem idealen Vehikel fur
mehrmalige Applikationen hinsichtlich einer dauerhaften Genkorrektur der Lunge. Zusammengefasst
besitzt nec-mRNA damit ein enormes Potential im Zuge klinisch relevanter, gentherapeutischer Strategien
fir die Behandlung erblich-bedingter Lungenerkrankungen sowie weiterer monogenetischer Defekte.
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Abstract

Zinc-finger or transcription activator-like effector nucleases (ZFNs/TALENS) facilitate homologous
recombination and represent a promising approach for repairing genomic mutations. Recently, an 7 vivo
model of haemophilia was used to demonstrate nuclease-guided genome editing by using AAV vectors to
encode for both the ZFN pair initiating the double strand break (DSB), as well as the donor template that
facilitate homology-directed repair (HDR). While the use of stably expressing AAV vectors is documented
to be safe, transient expression of the nuclease is sufficient for stable modification of the genome, making
advanced, short-term ZFN expression strategies an advantageous approach. In recent years, modified
messenger RNA (mRNA) has been pioneered, owing the potential as an alternative to traditional viral gene
therapy vectors. While modified mRNA has been shown to provide a short half-life pulse of protein
expression, it avoids also genomic integration. In addition, modification schemes can customize the stability
of expression from these vectors and avoid immune activation even in mammals. Therefore, coupling
nonviral delivery of nucleases with transient expression of mRNAs 7z vivo qualifies mRNA as an ideal
delivery vehicle for genome editing nucleases. Here we utilize such optimized mRNA to deliver site-specific
nuclease pairs to the lungs, to facilitate targeted gene correction in a mouse model of SP-B deficiency.

To prove gene correction in the lungs, a panel of 7 silico designed ZFNs and TALENs was customized.
Proxy dual-luciferase single-strand assay and T7-Endonuclease I-Assay confirmed TALEN-1 (T1) and
ZFN-3 (Z3) to exhibit substantial cleavage efficiency, reaching up to 39 % of alleles repaired by non-
homologous end-joining (NHE]) ex #zvo. Further analysis revealed also a significant increase in DSB-
induction when encoded by mRNA versus Plasmid-DNA (pDNA, P < 0.05). In combination with a repair
template designed to insert a novel Nhel restriction enzyme site, T1 and Z3 also showed a significant
increase in the efficiency of HDR compared to pDNA-encoded nucleases (P < 0.05). As Z3 was more
efficient than T1 in both DSB-induction and HDR, Z3 nuclease was used for further experimentation. To
optimize Z3 expression in an iz wvivo setting, two mRNA modification shemes (¥1.0)/m5Ca0) and
s2U025/m5C23) were tested. Lung expression analysis following intratracheal (i.t.) administration of
tagged Z3 mRNA, with or without complexation with Chitosan-coated poly(D,L-lactide-co-glycolide)
nanoparticles (NPs), showed that s2U25/m5C0.25) Z3 mRNA (referred to as Z3 nec-mRNA) complexed
to NPs yielded the highest expression levels in both total lung cells and AT-1I cells. Immunogenicity was
monitored by IFN-o ELISA revealing no significant stimulation. Next, site-specific HDR using an AAV-
encoded donor template (AAV6-donor), containing a constitutive CAG promoter, was efficiently
transduced either with Z3-encoding AAV (Z3 AAV) or with Z3 nec-mRNA in primary fibroblasts.
Therapeutic, genomic manipulation was also achieved in transgenic SP-B mice after delivery of donor and
73 AAV or Z3 nec-mRNA, respectively, resulting in a significant prolonged survival compared to mock
treated groups after doxycyclin removal (P < 0.001). Normal lung function was maintained in gene corrected
mice with SP-B levels similar to that of positive controls with no apparent pathology. Compared to PBS-
treated mice, ELISA for I1.-12 expression revealed also no significant increase. Site-specific cleavage and
HDR confirmed these phenotyic improvements, reaching similar HDR-levels in both Z3 AAV and Z3 nec-
mRNA treated groups. Immunohistochemistry confirmed no expression of Z3 nec-mRNA after 20 days of
treatment, whereas 73 AAV was still detectable.

The results confirm that gene targeting using nec-mRNA combined with an AAV-donor results in
successful iz vivo genetic engeneering of the transgenic SP-B locus, allowing constitutive expression of SP-
B, improved lung function, and prolonged survival in the abscence of doxycyclin. Compared to AAV, nec-
mRNA provided a shorter burst of nuclease expression, which may lessen the threat of ongoing cleavage
activity. Furthermore, due to their ability to be non-immunogenic, repeated administration of modified
mRNA to the lung can be applicable.

In conclusion, nec-mRNA is an important step in the development of clinically relevant, therapeutic gene
correction strategies for the treatment of inherited lung disease and other monogenetic diseases.



Abkiirzungsverzeichnis

% Prozent

°C Grad Celsius

n Mikro- (10)

10x 10-fach konzentriert

AAV Adeno-assoziierte Vektoren

Abb. Abbildung

AD Aktivierungsdomine

AK Antikbrper

Anh. Anhang

ANOVA Varianzanalyse, engl. anlysis of variance

APC Allophycocyanin

ARCA Cap-Analog, engl. anti reverse cap analog

AT-II alveoldrer Typ 11

ATP Adenosintriphosphat

BAL bronchoalveolire Lavage

BALF bronchoalveolire Lavage-Flissigkeit

bp Basenpaare

BSA Bovines Serumalbumin

CCR5 CC-Motiv-Chemokin-Rezeptor 5

cDNA komplementire DNA, engl. complementary DNA

CF Cystische Fibrose

cm Zentimeter

CMV Cytomegaloyirus

CO; Kohlenstoffdioxid

CTP Cytosintriphosphat

Cy3 Cyanin 3

cys Cystein

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol

DEPC H;O Diethylpyrocarbonat H.O

DLSSA Methode zum Nachweis Nuklease-induzierter DSBs, engl. Dwal/
Luciferase Single Strand Assay

DMEM Kulturmedium, engl. Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsiure, engl. deoxiribonucleic acid

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat

DPPC Dipalmitoylphosphatidylcholin

VI



DSB
dsDNA
EDTA
ELISA

et al.

EtOH

FACS

FBS

FCS

FITC
FLASH-System

FoxP3
g
GTP
H.O
HCl
HDR
his
HIV
HRP
i.p.
it
IFN
IL
indels
IPL
IQR
IRES

ITR
IvVT
kb
kDA
KGW

LB

Doppelstrangbruch
doppelstringige DNA, engl. double stranded DNA
Ethylendiamintetraessigsdure, engl. Ethylenediaminetetraacetic acid

Antikorper-basiertes Nachweisverfahren, engl. engyme-linked
immunosorbent assay

und andere, lat. ¢f alii)

Ethanol

Durchflusszytomettie, engl. Fluorescence-Activated Cell Sorter
fetales Kilberserum, engl. fefal bovine serum
Vorwirtsstreulicht, engl. forward scatter
Fluorescein-Isothiocyanat

System fiir die Synthese von TALENS, engl. fast /igation-based

automatable solid-phase bigh-throughput system
Forkhead-Box-Protein P3

Gramm oder Erdbeschleunigung

Guanintriphosphat

Wasser

Chlorwasserstoff

Homologe Rekombination, engl. homzology directed repair
Histidin

humanes Immundefizienz-Virus, engl. buman immunodeficiency virns
Meerrettich-Peroxidase, engl. borseradish perodidase
intraperitoneal

intratracheal

Interferon

Intetleukin

Insertionen/Deletionen

isolierte Lungenperfusion, engl. isolated perfused lung
Interquartilsabstand, engl. znterguartile range

interne ribosomale Eintrittsstelle, engl. zuternal ribosomal entry
site

engl. inverted terminal repeats

in vitro transkribiert

Kilobase

Kilodalton

Korpergewicht

Liter

engl. Jysogeny broth

VI



m5C
MCS
MetOH

Mio.
MOI
mRNA

n.d.

n.v.
NacCl
NaOH
NC
NHE]
NLS
NP
NTP
(07}
ORF
oT
PAGE
PBS
PC
PCR
PDI
pDNA
PE
PEI

PLA
PLGA
PLL
PMT
PVDF

Molar

milli- (10-3) oder Meter

5-Methylcytosintriphospat

Polylinker, engl. multiple cloning site

Methanol

Minute

Million (10°)

Multiplizitit der Infektion, engl. multiplicity of infection
messenger RNA

nano- (10°9)

nicht detektiert

nicht signifikant

nicht verifiziert

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

Nitrocellulose

Nicht-homologes end-joining, engl. non-homologons end-joining
nukledres Lokalisationssignal

Nanopartikel

Nukleotidtriphosphat

Sauerstoff

offener Leserahmen, engl. gpen reading frame
Objekttriger

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Phosphatgepufferte Salzlosung, engl. phosphate buffered saline
Phosphatidylcholin

Polymerase-Kettenreaktion, engl. polymerase chain reaction
Polydispersitatsindex

Plasmid-DNA

Phycoerythrin

Polyetylenimin

negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
Polymilchsaure, engl. poly lactic acid
Polylactid-co-Glycolid, engl. poly lactic-co-glycolic acid
poly(L-Lysin)

Photovervielfacher, engl. photomultiplying tubes
Polyvinylidenfluorid

VIII



qm?
qRT-PCR
REM
RFLP
RNA
RNase
rpm

RT
RT-PCR
rtTA
RVD

s.C.
s2U
SDS

SE
SFTPB
SP-B
SSC
ssDNA

TAE
TALEN
TBS
TLR
Tris
UTP
UTR

w/v

WB

ZF
ZFN
¥u

Quadratmeter

quantitative Real-Time PCR
Rasterelektronenmikroskop
Restriktionsfragmentlingenpolymorphismus
Ribonukleinsiure, engl. ribonucleic acid
Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute, engl. rounds per minute
Raumtemperatur

Reverse Transkriptase PCR

reverser Tetracyclin-Transaktivator

sich wiederholende, variable Doppelreste, engl. repeat variable di-
residne
Sekunde

subcutan

2-Thiouridintriphosphat
Natriumdodecylsulfat, engl. sodium dodecy! sulfate
Sekundirelektron

humanes SP-B Gen

Surfactant Protein B

Seitwiirtsstreulicht, engl. side scatter
einzelstringige DNA, engl. single stranded DN.A
Zeit

TALEN

Tris-Acetat-EDTA

Nuklease-Typ, engl. Transcription activator-like effector nuclease
Trisgepufferte Salzlosung, engl. T7is-buffered saline
Toll-dhnlicher Rezeptor, engl. zo/-like receptor
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Uridintriphosphat

untranslatierte Region

Volumen

Massenkonzentration, engl. weight/ volume
Western Blot

ZFN

Zinkfinger

Zinkfinger Nuklease
Pseudouridin-5‘-Triphosphat

IX






1. Einleitung

1.1 Physio- und Pathophysiologische Aspekte des Surfactant

111  Surfactant

Die menschliche Lunge als, zentrales Atmungsorgan, sorgt fir den lebenswichtigen
Gasaustausch von Sauerstoff (O,) und Kohlenstoffdioxid (CO,) zwischen Korper und
Umwelt. Dabei wird O, tber die Luftréhre (Trachea), die beiden symmetrisch angeordneten
Bronchien, sowie die Bronchiolen bis hin zu den Lungenblidschen (Alveolen) transportiert.
In den Lungenblischen erfolgt der Austausch beider Gase durch Diffusion in die bzw. aus
den angrenzenden Blutkapillaren. Dies ist zwei physiologischen Tatsachen geschuldet: 1)
Aufgrund der Verzweigung des Atemapparates und der daraus resultierenden Anzahl an
Alveolen (ca. 300 Mio) wird die Gesamtoberfliche fiir den Gasaustausch auf ca. 70 — 100 gm®
enorm vergrof3ert, wodurch ausreichende Mengen an O, aufgenommen bzw. an CO;
abgegeben werden kénnen. 2) Die Blut-Luft Barriere bzw. die Wandstirke der Alveolen ist
mit 0,6 um — 2 pum sehr dinn, wodurch fiir den Gasaustausch kein aktiver Transport
notwendig ist, sondern dieser rein physikalisch tiber Diffusion erfolgen kann.

Die Oberfliche der Alveolen ist zudem mit einem hauchdiinnen Flussigkeitsfilm (Surfactant)
bedeckt. Dieser hat die Aufgabe die Oberflichenspannung in den Lungenblidschen zu
reduzieren und somit einen Kollaps der Alveolen zu verhindern. Kleine Blasen bzw.
Alveolen haben im Gegensatz zu Alveolen mit einem gréBeren Durchmesser - entsprechend
dem Gesetz von Laplace - einen héheren Innendruck p (Paieole gros < Palveote kiein). Beil gleicher
Oberflichenspannung kime es demnach zu einer Umverteilung der Gasvolumina in
Richtung der gréleren Alveolen und resultierend zu einem Kollaps der Kleineren. Die Folge
wire eine Destabilisierung der Lunge und ihrer Funktion '. Dem Fliissigkeitsfilm kommen
demnach entscheidende Rollen zu: Zum einen unterstiitzt er die Senkung des
Eroffnungsdrucks kleiner Alveolen bei der Inspiration und folglich die Vermeidung eine
Kollaps. Zum anderen erhoht er die Lungennachgiebigkeit (Compliance), also deren
Dehnbarkeit. Daneben verhindert der Flussigkeitsfilm ebenfalls die Entstehung eines
Alveolarkollapses nach der Exhalation, da sich der intrathorakale Druck dem alveoliren
Druck annihert '*. Zusitzlich zum Druckausgleich erfiillt das Swrfactant noch weitere
Aufgaben. So dient es unter anderem auch als Barriere gegen Pathogene, verbessert den
mukozillidren Transport und verringert die Gefahr von durch Oberflichenspannung

bedingten Odemen **.
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Verantwortlich fiir die Synthese des Swurfactant sind bestimmte epitheliale Zellen, welche die
Alveolen auskleiden und den sog. alveoliren Pneumozyten zugeschrieben werden. Alveolire
Pneumozyten kénnen in zwei Zelltypen unterteilt werden: alveoldre Typ I (AT-1) Zellen und
alveoliare Typ II (AT-1I) Zellen. Diese kénnen wiederum morphologisch als auch in Bezug
auf ihre Funktion unterschieden werden. Mit 95 % stellen AT-1 Zellen den gréiten Anteil
der alveoliren Oberfliche dar ®’. Morphologisch charakteristisch ist dabei ihr flaches,
plattenartiges Aussehen. Sie besitzen weniger Organellen und sind metabolisch weniger
aktiv. Funktional reduzieren sie den Gewebewiderstand und erlauben die freie Diffusion von
Gasen an der alveoliren Oberfliche ®. Dariiber hinaus spielen sie beim Transport von Ionen,
Wasser sowie weiteren Makromolekiillen eine entscheidende Rolle und sind
dementsprechend wichtig fur die Zusammensetzung und das Volumen des Fliissigkeitsfilms,
welche die pulmonare Oberfliche bedeckt **. AT-II Zellen weisen dagegen eine cuboidale
Form auf und bedecken die restlichen 5 % der alveoliren Obetrfliche *’. Sie sind klein und
befinden sich vorwiegend am Rand der Alveolen, da diese nicht am Gasaustausch beteiligt
sind. AT-II Zellen sind metabolisch aktive Zellen und reich an membrangebundenen
Organellen, den sog. Lamellarkérperchen, welche fir die Synthese, Sekretion und
Speicherung des Surfactant hauptverantwortlich sind '*". Aufgrund ihrer Fihigkeit sich in
AT-1  Zellen differenzieren zu koénnen, kommen AT-II Zellen ebenfalls

1618 7 usitzlich spielen diese Zellen eine entscheidende Rolle in

Stammzelleigenschaften zu
der Regulation des Swrfactant, in der Zellreparatur, der Beseitigung von apoptotischen Zellen
sowie in der Immunregulation .

Betrachtet man die Zusammensetzung des Swurfactant, so besteht dieses zu 90 % aus Lipiden
und zu 10 % aus Proteinen. Von den Phospholipiden macht der Hauptbestandteil mit etwa
75-80 % Phosphatidycholin (PC) aus. Darunter zihlt, als vorwiegend oberflichen-aktiver
Bestandteil, Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) als gesittigtes Phospholipid, das
ca. 50 % der PCs ausmacht. Dem DPPC kommt dabei die Aufgabe zu, die
Oberflichenspannung in den Alveolen zu reduzieren und ist damit ein wichtiger Bestandteil
des Surfactant *. Daneben zihlen als meist ungesittigte PCs Phosphatidylglycerol und
Phosphyatidylinositol zu den Phospholipiden >'**’. Obwohl das Surfactant aus nur ca. 10 %
Proteinen besteht - den sog. Surfactant-assoziierten Proteinen Surfactant Protein (SP) -A, SP-B,
SP-C und SP-D - so kommen diesen jedoch entscheidende Rollen in der Regulierung des
alveoliren Fliissigkeitsfilms zu *"*. SP-A und SP-D sind relative groRe, hydrophile
Glykoproteine, die wichtige immunregulatorische Aufgaben iibernehmen, aber auch an der

Metabolisierung des Swurfactant entscheidend beteiligt sind *>*'*. SP-B und SP-C hingegen
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sind kleine, hydrophobische Polypeptide. Sie sind vorwiegend fir die Reduktion der
Oberflichenspannung verantwortlich, wodurch ein Kollaps der alveoliren Strukturen
verhindert wird . Die beiden Proteine unterstiitzen dabei die Adsorption sowie die
Redistribution von Phospholipiden innerhalb des Swurfactants und sorgen so fir eine
Stabilisierung der Lunge.”>***’

Dem Surfactant kommt somit eine multimodale Rolle zu, die entscheidend fir die

Stabilisierung der alveoldren Strukturen und damit fir die Funktionsfahigkeit der Lunge ist.

1.1.2  Surfactant Protein B

Das SFTPB Gen, welches fir das humane Swurfactant Protein-B kodiert, ist auf dem kurzen
Arm des Chromosom 2 (2p12 — p11.2) lokalisiert ***. Das SFTPB Gen enthilt 11 Exons,
10 Introns und umspannt ca. 9500 bp. Ausgehend von dieser Sequenz wird wihrend des
Transkriptionsprozesses eine etwa 2000 bp lange mRNA (engl. messenger RNA) synthetisiert,
wobei das Exon 11 mit ca. 800 bp untranskribiert bleibt . Die mRNA wird anschlieBend
in ein 381 aa (Aminosaure, engl. amino acid) gro3es Preproprotein translatiert. Die ersten 23 aa,
die ein Signalpeptid umfassen, werden noch wihrend des Translationsprozesses entfernt.
Das so verbleibende Proprotein (proSP-B) wird anschlieBend an den aminoterminalen sowie
an den carboxyterminalen Enden proteolytisch prozessiert, so dass schlief3lich ein 79 aa
(ca. 8700 kDa) groBles Polypeptid entsteht. Dieses reife SP-B Protein, welches sich auch im
Surfactant wieder findet, entspricht den Aminosauren 201 — 297 des Preproproteins, welches
wiederum durch die beiden Exons 6 und 7 kodiert wird (siche Abb. 1.1) > Jedes reife
Monomer enthilt funf a-Helices und drei intramolekulare Disulfidbriicken (cys8-cys77,
cysl1-cys71 und cys35-cys46), welche fur die Stabilisierung der Tertidrstuktur verantwortlich
sind . Von den im Polypeptid insgesamt vorhandenen sieben Cysteinen ist das letzte Cystein
(cys48) fur die Dimerisierung des reifen SP-B Proteins durch Ausbildung einer
intermolekularen Disulfidbriicke verantwortlich.

SP-B wird vorwiegend in AT-1I Zellen synthetisiert, daneben findet sich das Protein auch in
Clara-Zellen wieder **. Nach posttranslationaler Modifikation (iiber proteolytische Spaltung
und Glykosylierung) in Vesikeln des Golgi-Apparates wird die reife Form des SP-B
zusammen mit weiteren Phospholipiden tber kleine, multivesikulire Korper zu den

Lamellarkérperchen  transportiert .

Nach physischer (mechanische Dehnung oder
Kontraktion der AT-1I Zellen) oder chemischer (u.a. Catecholamine, Histamin, Vasopressin)

Stimulation werden diese Lamellarkérperchen wiederum zur apikalen Seite der AT-1I Zellen
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transportiert. Uber den Prozess der Exozytose werden nachfolgend Surfactant-Proteine, wie

* Durch strukturelle

SP-B sowie Phospholipide an die extrazellulire Matrix abgegeben
Anderungen sowie Anderungen in der Konformation der sekretierten Komponenten bildet
sich eine intermediire netzartige Struktur aus, die als tubulires Myelin bezeichnet wird.
Durch Adsorption weiterer Phospholipide bildet sich letztlich ein oberflichenaktiver Film,
das Surfactant”. Die Hauptfunktion des SP-B liegt demnach in der Ausbildung eines solchen
oberflichenaktiven Films und zwar in dem Malle, als dass es die Bildung des Surfactant um

den Faktor 150 beschleunigt. Zudem ist es auch an der Wiederaufnahme von Phospholipiden
in AT-1I Zellen beteiligt 7".

Die Abwesenheit von SP-B, bedingt durch fehlende oder funktionsgestorte Synthese dieses
Proteins, kann somit zu schweren Atemnotsyndromen fithren. Je nach Schwere und
Ausprigung missen diese medizinisch behandelt werden oder fithren gar zum Tod des

Patienten.

1.1.3 Hereditire SP-B Defizienz

Bei der SP-B Defizienz handelt es sich um eine schwere, autosomal-rezessiv vererbbare
Lungenerkrankung, die durch Mutationen im SFIPB Gen verursacht wird. Dabei kommt es
im Allgemeinen zu einem Funktionsverlust oder gar zur fehlenden Synthese des SP-B
Proteins (siche Abb.1.1) *. Die Krankheit tritt relativ selten auf, klinischen Schitzungen zu
Folge liegt die Inzidenz bei 1:1.000.000 Geburten **. Mutationen treten dabei iiber die
gesamte Liange des SP-B Gens auf. Zu diesen zidhlen Insertionen und Deletionen, wie
nonsense-, missense-, frameshift- und splice site- Mutationen. Von den bis heute mehr als 40
bekannten Mutationen im SP-B Gen ist die Haufigste die sog. Insertion ,,121ins2%. Dabei
handelt es sich um eine GAA-Substitution fiir das Nukleotid Cytosin an der genomischen
Position g.1549 in Exon 4 des SFTPB Gens *"*. Diese kommt bei etwa 2/3 aller erkrankten
Neugeborenen vor. Durch Verschiebung des Leserasters kommt es zur Entstehung eines
frihzeitigen Stoppcodons, wodurch ein unstabiles SP-B Transkript gebildet wird, dessen
mRNA-Level im Vergleich zu gesunden Neugeborenen geringer sind. Das Transkript wird
somit nicht addquat translatiert und die Bildung von preSP-B und der reifen Form des

Proteins bleiben aus (siche Abb. 1.1) *.
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Abb. 1.1 — Prozessierung des SP-B Gens: Das SP-B Gen besteht aus 11 Exonen und 10 Intronen (Exone: blaue
Rechtecke, Introne: schwarzen Linien). Die reife Form des SP-B wird durch die Exone 6 und 7 kodiert, entsprechend den
Codons 201 (Phenylalanin, F) bis 279 (Methionin, M). Die normale Transkription, Translation sowie posttranslationale
Prozessierung des SP-B Gens ist auf der linken Seite dargestellt. Die Anwesenheit eines SNPs (C oder T) an Position 1580)
in Exon 4 resultiert in den Aminosiuren Isoleucin (I) oder Threonin (T) in Codon 131, wodurch die Glykolysierungsstelle
verindert wird. AuBerdem entsteht eine variable Tandem Repear Region [CA),]. Dies hat jedoch keine Auswirkungen auf
die weitere Prozessierung bzw. Faltung des proSP-B Proteins. Die Insertion zweier Nukleotide, welche in der Mutation
121ins2 resultieren ist auf der rechten Seite dargestellt. Die Insertion dndert das Leseraster (rot), so dass ein neues
Stoppcodon an Position 214 (TGA) entsteht. Das so resultierende Proprotein kodiert nicht mehr fiir die normale, reife
Form des SP-B. Dieser Frameshift ist ebenfalls unstabil und fithrt zu geringeren mRNA-Leveln

Phinotypisch zeigt sich die SP-B Defizienz als eine diffuse parenchymale Lungenerkrankung
bei Neugeborenen, die klinisch und radiographisch dem Bild eines aktuten
Atemnotsyndroms bei Frithgeborenen dhnelt **. Die Krankheit tritt meist schon innerhalb
der ersten 24 bis 48 Stunden nach der Geburt auf, ihr Verlauf ist progressiv und fihrt
innerhalb der ersten drei bis sechs Monate zum Tod durch Lungenversagen . Komplette
SP-B Defizienz liegt per Definition vor, wenn weniger als 1 % der Normalwerte des SP-B
Proteins in der Lunge nachgewiesen werden kann. Betroffene miissen dabei meist
medizinisch beatmet werden. Die einzige Moglichkeit heutzutage Patienten mit SP-B
Defizienz vollstindig zu kurieren liegt in einer Lungentransplantation. Eine mdgliche

-
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exogene SP-B Ersatztherapie spricht bei erkrankten Neugeborenen nur bedingt an bzw. ist
diese in vielen Fillen wirkungslos oder meist nur transient wirksam. Auch Korticosteroide,
mit dem Hintergrund die Trankriptionsrate des SFIPB Gens und folglich die
Proteinbiosynthese zu erh6hen, sind bei diesem Krankheitsbild witkungslos **.

Auf molekularer Ebene zeichnet sich die Krankheit nicht nur durch das Fehlen bzw. die
aberrante Synthese von proSP-B und ihrer reifen Form aus, sondern auch durch eine
Akkumulation der Swrfactant Proteine SP-A sowie der nicht vollstindig prozessierten Form
proSP-C im alveoliren Lumen. Die Prozessierung des 21 kDa grof3en proSP-C Peptids in
seine kleinere, 4 kDa reife Form SP-C, geschieht normalerweise durch sukzessive
proteolytische Spaltung der carboxy- und aminoterminalen Enden **. Die Anwesenheit
eines partiell prozessierten, 6 kDa groflen proSP-C Polypetids im alveoliren Oberflichenfilm
lisst vermuten, dass reifes SP-B unter anderem fir die normale Prozessierung bzw. den
Transport des proSP-C verantwortlich ist. Die Akkumulation der unreifen Form im Surfactant
von Betroffenen zeigt folglich auch eine weitere Reduktion der Oberflichenaktivitit dieses
Proteins und trigt somit zum Krankheitsbild der SP-Defizienz bei *. Zudem zeigen sich in
AT-II Zellen SP-B defizienter Neugeborener nur wenig bis keine normal erscheinenden
Lamellarkorperchen — die Speicherorte fiur Surfactant —, stattdessen weisen diese Einschliisse
mit zahlreichen kleinen Vesikeln und wenig gepackten Lammelae auf *. Da in den
Lamellarkorperchen auch die finalen Prozessierungen der Proteine SP-B und SP-C
stattfinden, konnte die Unfihigkeit diese Organellen zu formen, ebenfalls fiur die
unvollstindige Prozessierung von SP-C Polypeptids verantwortlich sein. Die molekularen
Mechanismen hierfiir sind jedoch noch ungeklirt *"".

Die heutigen kurativen Therapiemoglichkeiten beschrinken sich ausschlieSlich auf die
Option einer Lungentransplantation. Da diese mit erheblichen Risiken, wie der einer
AbstoBBungsreaktion der Spenderlunge sowie schweren Infektionen nach Transplantation
verbunden sind, ist die Suche nach alternativen und dauerhaften Moglichkeiten zur
Behandlung der SP-B Defizienz sehr wichtig **. Im Bereich der Gentherapie hat sich in den
letzten zwei Jahrzehnten im Hinblick auf die Korrektur monogenetischer Erkrankungen ein
vielversprechendes Feld fir zukinftige kurative Behandlungen aufgetan. Mit der
Entwicklung von Nukleasen, welche sequenzspezifisch im Genom einen Doppelstrangbruch
erzeugen und der zeitgleichen Anwesenheit einer funktionalen Kopie des entsprechenden
Gens bzw. Sequenzabschnitten davon, kénnen Mutationen iber den Prozess der
Homologen Rekombination dauerhaft korrigiert werden. Im Folgenden wird dies niher

etrldutert.
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1.2 Gentherapie

1.21

Prinzipielle Aspekte der Gentherapie

Mit dem Beginn gentherapeutischer Ansitze in den frithen 1960er Jahren hat sich im Laufe

der letzten zwanzig Jahre ein neues Paradigma im Hinblick auf die medizinische Behandlung

verschiedenster genetisch bedingter Krankheitsbilder etabliert, das mittlerweile auch

klinische Anwendung findet

» Das Ziel der Gentherapie umfasst dabei den

therapeutischen Ansatz, genetisch verursachte Erkrankungen, die sowohl erblich bedingt als

auch erworben sein kénnen, so zu korrigieren, dass diese im Idealfall dauerhaft kuriert oder

zumindest in ihrer Symptomatik gemildert werden ». Prinzipiell unterscheiden sich die

Therapieansitze hinsichtlich der folgenden drei Faktoren:

©)

()

(3)

Art des Zelltyps: Hier unterscheidet man zwischen der somatischen und der
Keimbahn-Therapie. Bei der somatischen Gentherapie werden die Zellen bzw. das
Erbgut des Patienten so verindert, dass solch eine Verinderung ausschlief3lich auf
den Patienten beschrinkt bleibt, wohingegen bei der Keimbahntherapie genetische
Verinderungen an die nichsten Generationen weitergetragen werden. In diesem Fall

werden Gameten oder aber befruchtete Eizellen manipuliert 5657,

Art der Durchfihrung: Je nachdem wie gut Zellen aus dem Korper eines Patienten

zu isolieren bzw. diese auch in ausreichenden Mengen zu kultivieren sind, kann
zwischen einer ex und 7z vivo Gentherapie unterschieden werden. Bei der ex vivo
Gentherapie werden dem Patienten Zellen entnommen, diese kultiviert und
entsprechend dem Gendefekt korrigiert und selektiert. AnschlieBend werden die
genetisch korrigierten Zellen dem Patienten wieder reimplantiert und so ein

B In wvivo

voribergehender oder stabiler therapeutischer Effekt erreicht
Genkorrekturen finden Anwendung, wenn die Machbarkeit der Zellisolation und 7z
vitro-Kultivierung nicht gegeben ist, so zum Beispiel bei der Cystischen Fibrose (CF)

oder bei muskuliren Dystrophien .

Art der genetischen Modifikation: Hier unterscheidet man zwischen der
Gensupplementation, dem Gen-Silencing bzw. Knockdown und der Genkorrektur. Bei
der Gensupplementation werden zusitzliche korrekte und funktionsfihige Kopien
des betroffenen Gens tber virale und nicht-virale Vektoren in die Zelle eingebracht,

um nachfolgend die Expression und damit die Menge an funktionsfahigem Protein
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zu steigern. Dies hat beispielsweise Relevanz bei Krankheiten wie CF, bei denen
durch Mutationen entsprechende Gene bzw. deren Genprodukte nicht ausreichend

synthetitsiert werden

. Der Nachteil einer solchen Therapie besteht jedoch darin,
dass bei dominant-negativen Mutationen eine Supplementation des Wildtyp-Gens
keinen nennenswerten therapeutischen Erfolg erzielt, da defekte RNA bzw.
Proteine gebildet werden, welche die Funktion des normalen Genprodukts
blockieren. Zudem muss bei viralem Gentransfer das entsprechende Gen unter der

Kontrolle eines cis-regulatorischen Elements stehen, um eine Unter- bzw.

Uberexpression zu vermeiden *.

Beim Gen-Silencing bzw. dem Gen-Knockdown wird dagegen versucht, die
Genexpression gezielt zu hemmen bzw. komplett auszuschalten. Dies geschieht
meist iber den Transfer sog. miRNA sponges oder shRNAs bzw. dsRNAs (engl. #icro,
short hairpin, double stranded) Anwendung findet diese Art der Therapie unter anderem
bei bestimmten Krebs- sowie neurodegenerativen Erkrankungen, bei denen
beispielsweise die Transkriptionsrate bestimmter Gene gedrosselt werden soll *%.

Der Ansatz der Genkorrektur beruht dagegen auf der dauerhaften Korrektur eines
defekten Gens durch Einbau bzw. Austausch einer entsprechend funktionsfihigen
und intakten Gensequenz. Das Ziel dabei ist das betroffene Gen wieder so
herzustellen, dass der Phanotyp dem eines Gesunden entspricht. Dabei wird mit
Hilfe von sequenzspezifischen Nukleasen ein Doppelstrangbruch (DSB) innerhalb
des Genoms erzeugt. Dieser Nuklease-induzierte DSB kann wiederum tber zwei
zellulire Mechanismen, die in fast allen Zelltypen und Organismen vorkommen,
repariert werden (siche Abb. 1.2). Zu diesen zdhlen das Nicht-homologe end-joining
(NHE], engl. non-homologous end-joining) sowie der Mechanismus der Homologen
Rekombination (HDR, engl. homology- directed repair). Der durch die Nukleasen
erzeugte DSB fithrt dazu, dass die jeweiligen DNA-Enden inkompatibel zueinander
sind. Damit der Strang wieder ligiert werden kann missen entsprechend Nukleotide
tber 3% und 5-Nukleasen entweder entfernt oder iiber Ligasen hinzugefiigt werden.
Das hat zur Folge, dass wihrend des Prozesses des NHE] Insertionen bzw.
Deletionen, sog. indels, entstehen, die das Leseraster der kodierenden Sequenz
unterbrechen. Somit kénnen wiederum neue Mutationen entstehen ©. Die durch
HDR vermittelte Reparatur kann dagegen eingesetzt werden, um einerseits

spezifische Punktmutationen zu erzeugen, andererseits um gewunschte Gen-
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Sequenzen iiber die Rekombination des Ziellokus mit exogen zugefiihrter DNA —
sog. Donot-/Reparatut-Templates — zu integtieren. Dabei verliuft die HDR mittels
Donor-Templates nach demselben Prinzip wie diese auch wihrend der Meiose
stattfindet. Nach dem DSB nihern sich die homologen Bereiche beider
Chromatiden so an, dass es zu einem sog. Crossing-over und damit zum Austausch
von Desoxyribonukleotiden kommt. Das Schwesternchromatid, das die korrekte
Sequenzabfolge enthilt, dient dabei als Vorlage **”. Um den Vorgang der HDR
mittels exogenem Donor-Template zu erzielen muss das Template in entsprechend
hoher Konzentration vorhanden sein und entsprechend grof3e homologe Bereiche

um den endogenen Locus aufweisen o,

Um einen DSB und damit HDR zu induzieren haben sich in den letzten zwei Jahrzehnten
drei entscheidende Nuklease-basierte Plattformen aufgetan, die es ermdglichen
sequenzspezifisch DSBs zu erzeugen und so zielgerichtet den Einbau fremder DNA in das

Genom zu erméglichen ™. Diese drei Systeme werden im Folgenden niher vorgestellt.

Kleine Insertion

Kleine Deletion

Homologe Rekombination - HDR Non-Homologous End Joining - NHEJ

Abb. 1.2: Reparaturmechanismen eines Nuklease-induzierte Doppelstrangebruchs. Durch Nuklease-induzierte
Doppelstrngbriiche (DSB) kann es in Anwesenheit einer Donor-DNA durch homologe Rekombination (HDR) zur Gen-
Insertion kommen. DSBs kénnen jedoch auch tiber das fehleranfillige nicht-homologe end-joining INHE]) repariert werden,
wodurch kleine Insertionen bzw. Deletionen entstehen kénnen. Fir das NHE] ist die Anwesenheit einer Donor-DNA
nicht erforderlich.
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1.2.2 Zink-Finger Nukleasen

Die Klasse der Zink-Finger Nukleasen (ZFN) zahlt zu den vielseitigsten und effektivsten
angewandten Nukleaseformen der letzten Jahre. Grundlegend bestehen diese Nukleasen aus
einer DNA-Bindungsdomine, welche fir die sequenzspezifische Bindung an die DNA
notwendig ist, und einer DNA-Spaltungsdomaine, die entsprechend einen DSB innerhalb der
DNA ermoglicht (sieche Abb. 1.3). Diese synthetisch herzustellenden Proteine haben ihren
Ursprung in der Beobachtung, dass das neutrale Typ IIS-Restriktionsenzym, Fokl,
voneinander getrennte Bindungs- und Spaltungsaktivitit besitzt *. Dabei hat die
Spaltungsdomine keine offensichtliche Sequenzspezifitit. Chandragesagan und Kollegen
konnten zeigen, dass trotz Substitution unterschiedlicher DNA-Erkennungsdominen die
Spaltungsdomine Fokl sequenzunspezifisch agiert 7. Als effektivste Bindungsdominen
stellten sich sog. Cys,His, Zink-Finger (ZF) Dominen heraus. Diese Motive sind innerhalb
der Eukaryoten die am Haufigsten vorkommen DNA-Bindungsdominen und zusitzlich die
zweithdufigsten kodierten Proteindominen im menschlichen Genom. Jeder ZF besteht
dabei aus ungefihr 30 aa, die in einer konservierten BBa-Konfiguration angeordnet sind
(siehe Abb. 1.3) ™. Jede Domine bindet dabei iiber mehrere Aminosiuren auf der Oberfliche
der a-Helix drei Basenpaare in der groBen Furche der DNA mit unterschiedlicher

Selektivitit "',

Zink Finger Motiv
CX,.4CXsFLX,HX;H

Rechtes Zink-
— Finger Protein

Spacer (5-7 bp)
Linkes Zink-
Finger Protein

Abb. 1.3: Schematische Darstellung eines Zink-Finger Nuklease (ZFN)-Paars. Jede ZFN besteht aus einem Zink-
Finger Protein am aminoterminalen Ende und der Fokl-Nukleasedomine am carboxyterminalen Ende. Im Zink-Finger
Motiv reprisentiert X jede beliebige Aminosiure. Typischerweise ist die Zielsequenz der Zink-Finger Paare 18 — 36 bp lang
(ohne Spacer).
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Die modulare Struktur der ZF macht sie daher zu einem idealen Werkzeug fiir das Design
von individuell und sequenzspezifisch herzustellenden ZF-Proteinen. Wegweisend dafiir war
die Entwicklung nicht-natirlich vorkommender ZF-Anordnungen, die mehr als drei
Dominen beinhalteten. Hierfir war die Entdeckung einer hoch konservierten
Verbindungssequenz (engl. Znker sequence) grundlegend, welche die Konstruktion synthetisch
hergestellter ZF-Proteine mit einer DNA-Erkennungssequenz von 9 — 18 bp erméglichten ™.
Da eine 18 bp lange Erkennungssequenz nur ein einziges Mal in 68 Millarden bp vorkommt,
erlaubt diese Methode die zielgerichtete und sequenzspezifische Bindung an DNA-
Sequenzen innerhalb des menschlichen Genoms ™. Die ZF-Dominen wurden dabei so
entwickelt, dass sie fast alle 64 méglichen Kombinationen an Nukleotid-Triplets abdecken.
Durch ihr modulares Verhalten kénnen diese in einer Tandem-Anordnung entsprechend der

76,78-80

Zielsequenz zusammengebaut werden . Der Zusammenbau bzw. die Auswahl

sequenzspezifischer ZF-Domainen kann 7 silico Gber entsprechende Bibliotheken von ZF-
Modulen, wie z.B. OPEN (engl. o/igomerized pool engeneering), generiert werden "™,

Im Gegensatz zu den ZF-Dominen besitzt die DNA-Spaltungsdomine Fokl keine DNA-
Bindungsaktivitit und ist daher sequenzunspezifisch. Fokl ist eine aus dem Flavobacterium
okeanokoites stammende Restriktionsendonuklease der Klasse Typ 1IS. Das Enzym setzt sich
aus einer N-terminalen Bindungsdomine (mit den Subdominen D1, D2 und D3) und der
C-terminalen DNA-Spaltungsdomine zusammen. Dabei bindet Fokl die Sequenz 5°-
GGATC-3 und schneidet nach Dimerisierung DNA-Phosphodiestergruppen 9 bp (sense)
bzw. 13 bp (anti-sense) downstream der Bindungssequenz *. Diese spezifische Bindung spielt
jedoch bei synthetisch hergestellten ZFNs keine Rolle mehr. Das Enzym bzw. dessen
katalytische Domine ist als Monomer inaktiv, d.h. die Bindung eines Fogl-Monomers an die
DNA reicht fir die Aktivierung des katalytischen Zentrums nicht aus. Erst wenn die
funktionellen Reste der jeweiligen katalytischen Dominen an der Dimerisierungsstelle
miteinander interagieren, werden diese auch aktiv. D.h. nach Bindung an den jeweils
gegentiberliegenden DNA-Strang kommt es zur rdiumlichen Anndherung und Aktivierung
beider Enzyme, worauthin beide DNA-Stringe tber die Phosphodiesterbindungen
aufgebrochen werden .

ZFNs sind somit ein Produkt aus der Fusion der katalytisch aktiven, C-terminalen Region
der Fokl-Endonuklease und drei oder mehr variabel wihlbaren ZF-Dominen. Diese werden
so konzipiert, dass die ZFNs in einer (fai/-to-tail-Orientierung liegen. Zwischen den
Bindungssequenzen liegt zusitzlich ein 4-6 bp langer Sequenzbereich — der sog. Spacer — in

dem der Schnitt erfolgt *. Durch ihre modulare Vielfalt kénnen ZFNs fiir nahezu jeden
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Lokus innerhalb des menschlichen Genoms designt werden und sind mittlerweile ein
bedeutendes Werkzeug im Bereich der Gentherapie geworden. So hat beispielsweise ein zur
Behandlung gegen HIV (engl. buman immunodeficiency virus) entwickeltes ZFN Paar bereits
erste klinische Studien erfolgreich durchlaufen. Dabei wurden isolierte CD4 T-Zellen aus
Patienten so korrigiert, dass diese nicht mehr von den Viren penetriert werden kénnen.
Durch das Einfligen einer Mutation in die Gensequenz des Co-Rezeptors CCR5, welcher
wichtig fiir das Findringen von HI-Viren in CD4 T-Zellen ist, konnte gezeigten werden, dass
modifizierte Zellen linger in HIV-Patienten iberleben und so die Viruslast auch ohne

konventionelle medikament6se Behandlung unter Kontrolle hielten 8587

1.2.3 TALE Nukleasen

Transcription activator-like (TAL) effector- Nukleasen (TALENSs) gehoren wie die ZFNs zur
Gruppe der Protein-basierten Systeme, die durch ihre modularen Eigenschaften ebenfalls
individuell anpassbare DNA-Bindungsspezifititen erméglichen. TALENSs sind in ihrem
Aufbau grundlegend mit denen der ZFNs zu vergleichen. So besitzen diese eine variable
aminoterminale Domine, welche fir Bindung an die DNA erforderlich ist, und eine tiber
einen  Spacer  gekoppelte,  katalytisch  aktive, carboxyterminale = Fokl-Domine
(siche Abb. 1.4) %%,

TAL Effektoren sind natutlich vorkommende, hoch konservierte Proteine, die durch
bakterielle Pflanzenpathogene des Genus Xanthomonas gebildet werden. Wihrend des
Infektionsprozesses schleusen die Pathogene tiber den sog. Typ III Sekretionsweg TAL
Effektoren in die pflanzliche Zelle, weshalb diese auch Typ III-Effektoren genannt werden.
Von dort aus gelangen die Proteine tber ein nukleires Lokalisationssignal (NLS) in den
Zellkern, wo sie Effektor-spezifische DNA-Sequenzen binden und so die Transkription
bestimmter Gene veranlassen. Die dadurch gebildeten Proteine steigern die Empfinglichkeit
des Wirts hinsichtlich der pathogenen Kolonisierung. Je nach genetischem Kontext des Wirts
koénnen aber auch dessen Verteidigungsmechanismen tber TAL Effektoren eingeschaltet
werden ",

Jeder bakterielle TAL Effektor besitzt drei fiir die Aktivierung von Genen wichtige Motive:
ein NLS, eine transkriptionelle Aktivierungsdomine (AD) sowie eine zentrale Region aus
sich wiederholenden Einheiten (engl. Repeats) von je 34 aa. Diese Region ist entscheidend fiir
die Bindung an spezifische DNA-Sequenzen. Dabei ist jeder der Repeats fast identisch

zueinander mit Ausnahme zweier variabler Aminosauren an den Positionen 12 und 13. Diese
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sog. repeat variabel di-residues (RVDs) sind verantwortlich fir die Nukleotidspezifitit jedes
Repeats (siehe Abb. 1.4). Dabei folgt die Erkennung von genomischen Sequenzen einem
einfachen Fins-zu-Eins Code: je ein Nukleotid innerhalb der Zielsequenz wird von je einem
RVD eines Repeats erkannt und gebunden. Demzufolge diktiert die sequentielle Tandem-

Struktur der TAL Effektoren die zu bindende DNA-Sequenz **.

LTPEQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCC

Linke TALE

Spacer (12 - ZIWWM

Rechte TALE

Abb. 1.4: Schematische Darstellung eines Transcription actovator-like effector Nuklease (TALEN) —Paares. Jede
TALEN setzt sich aus den aminoterminalen Transcription activator-like effectors (TALEs) und der carboxyterminalen
Fokl-Nuklease Domine zusammen. Dabei besteht jeder TALE r¢pear aus 34 aa. Die Position 12 und 13 innerhalb des Repeats
wird als repeat variable diresidue (RVD, rot markierte Aminosiduren) bezeichnet und ist fiir die Erkennung eines einzelnen
Basenpaars verantwortlich. Die Ziesequenz von TALEN-Paaren ist typischerweise zwischen 30 und 40 bp lang (ohne
Spacer).

Fir den Zusammenbau der aminoterminalen Repeats von TALE Nukleasen werden
vorwiegend vier RVD Module — Asn-Asn (NN), Asn-Ile (NI), His-Asp (HD) und Asn-Gly
(NG) — verwendet, welche die Nukleotide Guanin, Adenin, Cytosin und Thymin erkennen.
Typischerweise besitzen TALENs zwischen 18 und 36 solcher Repeats *. Aufgrund des
1:1-Codes koénnen im Gegensatz zum Triplet-Code der ZFNs TALENSs fiir nahezu alle
erdenklichen genomischen Sequenzen synthetisiert werden. Die einzige Limitation besteht
in der Anwesenheit eines Thymins am 5“-Ende der Zielsequenz, das durch zwei
aminoterminale kryptische repeat-folds erkannt wird . TALENs erfahren aufgrund ihrer
vergleichsweise einfachen und zeitsparenden Synthese groflen Zuspruch und sind neben
ZFNs eines der am meisten verwendeten Nukleasen. So wurden diese schon fiir zahlreiche
Genmodifikationen in verschiedenen Spezies, wie Viren, Hefen, Pflanzen, Insekten, aber

auch in Sdugetieren wie Miuse, Ratten und Schweinen verwendet "%,
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1.3 Vektorsysteme

Eine der fundamentalen Herausforderungen genbasierter Therapien ist die Entwicklung von
sicheren und effektiven Vektoren fiir den Gentransfer. Dabei werden sowohl virale als auch
nicht-virale Vektoren verwendet. Virale Vektoren sind in nahezu 70 % aller klinischen
Studien das Mittel der Wahl. Zu diesen zidhlen Retroviren, Lentiviren, Adenoviren oder aber
Adeno-assoziierte Viren (AAV) ”. Neben einer vorwiegend guten Transduktionseffizienz
birgt jedes dieser Vektorsysteme jedoch gewisse Risiken. Dazu geort die Entstehung von
Tumoren durch Integration in das Genom, die Aktivierung des Immunsystems als Reaktion
auf das Transgen oder den Vektor selbst, die Eigenschaft eines breiten Tropismus — also die
Fahigkeit sich in mehreren Zelltypen zu replizieren —, sowie die Limitierung in der
Packungskapazitit fiir Transgene *'".

Nicht-virale Vektoren wie z.B. neutrale und kationische Lipid-basierte (z.B. DOTMA,
DOPE) oder Polymer-basierte [z.B. poly(L-Lysin) (PLL), Polyetylenimin (PEI)] Vektoren
haben den Vorteil weniger immunogen als virale Vektoren zu sein. Dadurch kénnen diese
wiederholt verabreicht werden. Zusitzlich kénnen gréflere Informationen genetischen
Materials verpackt werden. Die Synthese solcher Vektoren ist ebenfalls einfacher, d.h. eine
bessere Verfiigbarkeit ist gewahrleistet. Im Hinblick auf einen stabilen Gentransfer sind diese
Systeme in klinischer Hinsicht jedoch weniger effizient. Zu berticksichtigen ist auch, dass
sich nicht-degradierbare Polymere wie PEI im Kérper akkumulieren kénnen ™",

Aufgrund der Vielfalt an viralen und nicht-viralen Vektorsystemen werden im Folgenden die

fir diese Arbeit relevanten Systeme vorgestellt.

1.3.1 Adeno-assoziierte Viren (AAV)

Das humane AAV gehort zu den kleinsten Viren mit einem unbehiillten ikosaedrischen
Kapsid. Fir die Vermehrung der AAVs ist fiir gewohnlich die Co-Infektion eines
Helfervirus® erforderlich, weshalb sie dem Genus der Dependoviren zugeschrieben werden.
AAVs sind nicht-pathogene Viren, trotz ihrer hohen Seroprivalenz in der Bevolkerung (etwa
80 % der Menschen sind seropositiv auf AAV2). AAVs besitzen ein lineares, einzelstringiges
DNA-Genom von ungefahr 4,7 kb. Fir gentherapeutische Ansitze weisen AAVs als
rekombinante Vektoren nur noch sog. znwverted terminal repeats (ITRs) auf, die notwendig fir
die Replikation, die Verpackung und die Zellintegration sind. Alle viral kodierenden
Sequenzen wurden dabei komplett entfernt, so dass diese Replikations-defizient und

vorwiegend episomal (>99 %) vorliegen. Integrationen kommen meist in Regionen vor, in
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denen DNA-Briiche vorliegen. Ahnlich wie adenovirale Vektoren kénnen AAVs sowohl sich
teilende als auch sich nicht in der Teilung befindliche Zellen transduzieren. Sie haben zudem
den Vorteil eine transgene Langzeitexpression auch in postmitotisch befindlichen, oder sich
nur langsam teilenden Zellen zu gewihrleisten, ohne entsprechende Immunantworten
auszulosen 01

Aufgrund ihrer vorteilhaften FEigenschaften (hohe Transduktionsfihigkeit, episomales
Vorliegen und transgene lLangzeitexpression) werden rekombinante AAVs vielfach in

priklinischen und klinischen Studien eingesetzt 100

. So konnten Li und Kollegen in einer
Studie zur Genkorrektur der erblich bedingten Bluterkrankung Himophilie einen klinisch
relevanten Anstieg des Koagulationsfaktors IX durch einen stabilen AAV-vermittelten
Transfer in Mausen zeigen '. Auch in Studien zur Transduktionseffizienz in Lungen konnte

ein stabiler AAV-Transfer beobachtet werden, wobei sich der Serotyp AAVG6 als

effizientester herausstellte '™,

1.3.2 Nanopartikel

Nanopartikel (NP) sind feste, kolloidale Partikel mit einem Durchmesser von 1 — 1000 nm.
Sie bestehen aus makromolekularen Materialien und werden therapeutisch fiir die Aufnahme
von Peptiden, DNA oder RNA in Zielzellen verwendet. Zu den NPs zihlen unter anderem
natiirlich oder synthetisch abbaubare Polymere, wie die hydrophoben Materialen der
a-Hydroxy-Siuren, worunter das synthetisch hergestellte Polylactid-co-Glycolid PLGA
(engl. poly lactic-coglycolic acid) fillt. Natirlich vorkommende Polymere umfassen komplexe
Zucker wie Hyaluronsiure oder Chitosan.

PLGA ist ein Co-Polymer das sich aus Polymilchsiure (PLA, engl. poly lactic acid) und
Polyglycolsiure (PGA, engl. poly glycolic acid) zusammensetzt. Das Polymer kann dabei in
nahezu jeder Form und Grof3e hergestellt werden und Molekdle jeglicher Gréf3e ummanteln.
Die Methylgruppen im PLA haben hydrophobe Eigenschaften, weshalb Milchsaure-reiche
PLGA-Polymere weniger hydrophil und dadurch stabiler sind. Uber das Verhiltnis von PGA
zu PLA kann somit die Freisetzung der in NPs enthaltenen Peptide, DNA oder RNA
gesteuert werden . PLGA-Polymere weisen eine negativ geladene Oberfliche auf, weshalb
DNA oder RNA im Zuge der NP-Produktion wihrend des Doppel-Emulsion-Verfahrens
u.a. organischen Losungsmitteln ausgesetzt sind, um eine entsprechende Verpackung der
Nukleinsduren zu gewihtleisten. Dies kann jedoch zu Problemen hinsichtlich der Stabilitdt

und Bioverfiigbarkeit der DNA oder RNA fiihren. Um dies zu umgehen kénnen kationische,
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modifizierte Partikel den PLGA-Polymeren zugesetzt werden, die negativ geladene
DNA/RNA binden und diese auch kondensieren. Zu diesen kationischen Partikeln zahlt das

1% Dadurch verbessert Chitosan

Chitosan, welche die negative Ladung des PLGA umkehrt
auch die Interaktion der NPs mit der Zellmembran und férdert so die Aufnahme durch
Endozytose in die Zelle. Aufgrund seiner bioadhesiven Eigenschaften wird Chitosan bei
Administrationen tber die Lunge mittlerweile standardmafBig als Co-Polymer in NPs

eingesetzt '

. Mit Makromolekiilen bepackte NPs werden hierbei tiber einen Zerstauber als
Aerosol in die Lunge appliziert. Je nach Partikelgr6Be gelangen die NPs bis in den alveoldren
Bereich (NPs < 0,5 um), wo diese tiber Diffusion, Endzytose oder aber tiber Makrophagen

aufgenommen werden .

1.3.3  In vitro transkribierte (IVT) mRNA

Das Konzept genetische Informationen mittels 7z vitro transkribierter IVT) mRNA zu
vermitteln ist erst in den letzten Jahren in den Fokus wissenschaftlicher Forschung gertickt.
Fortschritte, wie die Stabilisierung bzw. die Verlingerung der Halbwertszeit von IVT mRNA
sowie die Reduktion der Immunogenitit gegeniiber dem korpereigenen Abwehrsystem
machen Nukleinsdure-kodierende Peptide mittlerweile zu einem potentiell klinisch
relevanten Forschungsfeld. Dabei ist das Einsatzgebiet von IVT mRNA sehr vielseitig: So
wird beispielsweise IVI' mRNA nicht nur bei der Vakzinierung diverser
Infektionskrankheiten wie Influenza, Tuberkulose oder Atemwegsinfekten priklinisch
getestet, sondern findet sich mittlerweile auch als Immuntherapeutikum gegen zahlreiche
Tumorentititen (wie bspw. Melanome, Prostatakrebs, Leukdmie) in unterschiedlichen
klinischen Phasen wieder. Daneben ist synthetisch hergestellte mRNA Gegenstand
wissenschaftlicher Untersuchungen bei der Toleranzentwicklung diverser Allergien sowie bei
der Proteinsupplementation bzw. dessen Ersatz fiir bspw. Diabetes zzsupidus oder erblich
bedingte Lungenerkrankungen """,

IVT mRNA hat dabei mehrere Vorteile gegeniiber konventionell Gblichen Nukleinsdure-

oder viral-basierten Anwendungen:

(1) IVT mRNA muss nicht in den Zellkern translozieren, um funktional aktiv zu werden.
Sobald es im Cytoplasma vorliegt wird diese umgehend umgeschrieben. Im
Gegensatz dazu missen DNA-basierte Therapeutika erst den Zellkern erreichen, um
anschlieBend in mRNA umgeschrieben zu werden, so dass deren Funktionalitit

primir vom Zellkernzusammenbruch wihrend der Zellteilung abhingt.
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(2) Ungleich Plasmid-DNA oder viraler Vektoren integriert IVT mRNA nicht in das

Genom. Das Risiko der Mutagenese bleibt damit aus.

(3) IVT mRNA ist nur transient aktiv und wird restlos Uber physiologische
Metabolisierungsprozesse abgebaut. Dies birgt fir viele pharmazeutische
Anwendungen einen enormen Vorteil, kann so die Expression und Dauer aktiver

Peptide gesteuert werden.

Prinzipiell kann IVT mRNA tber zwei Routen appliziert werden. Zum einen iiber die ex vivo-
Applikation, wobei Zellen des Patienten entnommen und im Labor transfiziert werden.
AnschlieBend werden diese dem Patienten wieder zugeftihrt. Zum anderen kann der Transfer
auch direkt erfolgen. Hier wird iiber unterschiedliche Applikationswege IVT mRNA dem
Patienten direkt zugeftihrt. Sobald die IVT mRNA in den Zellen vorliegt gilt fir beide
Routen dasselbe Prinzip der 7z vivo Translation der mRINA in ihr korrespondierendes Protein.
Das so synthetisierte Proteinprodukt ist das eigentlich pharmakologisch aktive Peptid. IVT
mRNA imitiert daher natiirlich vorkommende, reife und prozessierte mRNA im Cytoplasma
eukaryotischer Zellen. Dementsprechend besitzt IVT mRNA auch alle Eigenschaften nativer
mRNA: sie besteht aus einem FEinzelstrang, weist eine 5° Cap-Struktur sowie einen
3¢ Poly(A)-Schwanz auf. Der offene Leserahmen (ORF, engl. gpen reading frame) kodiert dabei
das gewtinschte Protein, das durch ein Start- und Stoppkodons markiert wird. Flankiert wird
der ORF zusitzlich durch Bereiche sog. untranslatierter Regionen (UTRs, siehe Abb. 1.5) .
Unabhingig davon, ob IVT mRNA 77 vivo oder ex vivo den Zellen zugefihrt wird, bestimmen
zwei Schliisselfaktoren deren cytoplasmatische Bioverfiigbarkeit. Zum einen ist dies der
schnelle Abbau durch hoch aktive, ubiquitir vorkommende RNasen. Zum anderen zihlt
dazu die Zellmembran, welche durch ihre positive Ladung die passive Diffusion der negativ
geladenen mRNA verhindert. Fir die =zellulire Aufnahme werden dazu meist
komplexierende Stoffe wie bspw. NPs verwendet, die den Transfer in die Zelle begtinstigen.
Die Stabilitit der IVT mRNA liegt wiederum in der 5° Cap-Struktur, dem Poly(A)-Schwanz,
der 5°und 3° UTR und der zu kodierenden Sequenz begriindet (siche Abb. 1.5).

5¢ Cap-Struktur
Die Cap-Struktur ist fiir die stabile Translation der mRNA notwendig. Natirlich

vorkommende eukaryotische mRNA besitzt dabei eine 7-Methylguanosin (m'G) —
Cap-Struktur, die wihrend des Transkriptionsprozesses tiber eine 5°-5%

Triphosphatbriicke (ppp) angefiigt wird (m’GpppN-Struktur). Die Bindung der Cap-
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Struktur an den eukaryotischen, translationalen Initiationsfaktor 4E (EIF4E) ist dabei
entscheidend fur die regelrechte Translation, wohingegen die Bindung an die decapping
Enzyme DCP1, DCP2 und DCPS den mRNA-Abbau reguliert. Eine natiirlich
vorkommende m’GpppN Cap-Struktur wiirde jedoch im Rahmen der IVT mRNA-
Synthese in nahezu 50 % der Fille dazu tendieren sich in umgekehrter Orientierung
mit der zu kodierenden RNA-Sequenz zu verbinden. Solche reversen Cap-Strukturen
werden nicht durch EIF4E erkannt. Durch das Anfligen eines sog. anti-reversen Cap-
Analogs (ARCA, m,"” °GpppG), das die korrekte Bindung erméglicht, kann die

Translationseffizienz gesteigert werden 120,

Poly(A)-Schwanz

Der Poly(A)-Schwanz reguliert in Synergie mit der 5¢ Cap-Struktur sowohl die Stabilitat
als auch die translationale Effizienz der mRNA, sowie die Bindung an die interne
ribosomale Eintrittstelle ARES, engl. internal ribosomal entry site). Der IVT mRNA kann
dabei entweder tber eine enzymatische Reaktion mittels rekombinanter Poly(A)
Polymerase der Poly(A)-Schwanz angefiigt werden, wobei die Anzahl der Adenosine
bei jeder Reaktion variiert, oder aber der Poly(A)-Schwanz wird gleich in den Vektor
eingefiigt, iber den das Peptid auch transkribiert wird. Studien an Dentritischen Zellen
haben dabei gezeigt, dass fiir eine optimale Translation die Anzahl der Adenosine

121,122

zwischen 120 und 150 liegen sollten

IVT mRNA
<% >,
Poly(A)-
AN < Schwanz
5‘Cap |=—> T
T T 3‘UTR
ORF

5‘UTR

Abb. 1.5: Strukturelle Elemente der in vitro transkribierten (IVT) mRNA. Die IVT mRNA besteht aus einer 5° Cap-
Struktur, aus Bereichen 5° und 3° untranslatierter Regionen (UTRs), einem Poly(A)-Schwanz sowie einem offenen
Leserahmen (ORF), welcher die Nukleotidsequenz des zu kodierende Proteins enthilt.
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5°und 3° UTRs
Eine weitere Strategie um die Stabilitdt bzw. die translationale Effizienz zu erhohen ist
das Einbringen von UTRs, welche regulatorische Sequenzelemente beinhalten, die
nachgewiesen die Translation und Stabilitit endogener mRNA modulieren. Zu solchen
UTRs zihlen unter anderem 3° UTRs der a- und B-Globin mRNA. Der Effekt kann
zusatzlich verstirkt werden, indem zwei solcher UTRs in einer Kopf-an-Schwanz

Orientierung aneinander gefiigt werden '*%'%.

Kodierende Sequenz

Zwei prinzipielle Aspekte in der kodierenden Sequenz kénnen zu einer erhdhten
Translationseffizienz beitragen: die Kodon-Zusammensetzung und der Kodon-
Kontext (also benachbarte Nukleotide und Kodons). Hinsichtlich der
Zusammensetzung kann der Ersatz von selten vorkommenden Kodons mit
bedeutungsgleichen, haufig vorkommenden Kodons die translationale Effizienz
erhohen. Zu berticksichtigen ist jedoch, dass manche Proteine fiir die ordnungsgemille
Faltung einen relativ langsamen Translationsvorgang bendtigen, der durch selten
vorkommende Kodons gewihrleistet wird. Vor- und Nachteile von Kodon-

Optimierungen sind daher stets abzuwigen '**'*".

Neben den genannten Aspekten fiir eine optimierte translationale Effizienz der IVT mRNA
spielt auch die kontextabhingige Aktivierung des Immunsystems fur die Wirksamkeit des
kodierten Proteins eine entscheidende Rolle. Im Rahmen von Vakzinierungen sind ein
starker immunstimulatorischer Effekt sowie eine intrinsisch adjuvante Aktivitit der IVT
mRNA gewtnscht und von Vorteil. Bei gentherapeutischen Ansitzen oder auch
Gensupplementationen, in welchen IVT mRNA bedarfsweise wiederholt gegeben werden
muss, sollten Antigen-spezifische zellulire und humorale Immunantworten ausbleiben, um
einen Verlust der Wirksamkeit zu vermeiden. Die Aufnahme von IVT mRNA in
Immunzellen fihrt dabei u.a. zur Aktivierung von To/-/ike-Rezeptoren (TLRs, wie TLR7 und
TLR8) und folglich zur Sekretion von immunstimulatorischen Interferonen '*>'*. In nicht
immuno-logischen Zellen wird dagegen Interferon durch die Aktivierung des cytosolischen
Rezeptors RIG-1 (engl. retinoic acid-inducible gene I protein) sowie MDAS (engl. melanoma
differentiation-associated protein 5) induziert. Daneben beeinflussen auch cytoplasmatische RNA-
Sensoren die Translationseffizienz. Diese wird teilweise durch die Proteinkinase

PKR (engl. protein  kinase RNA-activated) vermittelt, die den eukaryotischen
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Translations-Initiationsfaktor 2o (elF2a) phosphoryliert und somit die Translation der
mRNA inhibiert '*,

Gering immunisierende IVT mRNA kann durch Inkorporation natirlich vorkommender,
modifizierter Nukleoside wie Pseudouridin (WU), 2-Thiouridin (s2U) oder 5-Methylcytidin
(m5C) erreicht werden. Durch Einfigen solcher Modifikationen, wie 25 % s2U/m5C,
konnte beispielsweise Kormann e a/. einen erheblichen Abfall in der durch IVT mRNA-
bedingten Stimulation von Interferonen verzeichnen '". Modifizierte IVT mRNA scheint
dabei die Aktivierung von TLR7, TLR8 oder RIG-I zu vermeiden .

Im Beriech der Genkorrektur bietet die IVT mRNA ebenfalls ein ideales Werkzeug fiir die
Kodierung sequenzspezifischer Nukleasen. Eine anhaltende Expression solcher DNA-
schneidender Enzyme, wie sie ublicherweise durch DNA- oder viral basierte Vektoren
verursacht werden, kann somit zu erheblichen genomischen Verinderungen durch induzierte
Schnitte auBlerhalb des gewiinschten Sequenzbereichs fithren (sog. off-farget Effekte).
Dadurch konnen kleine Insertionen bzw. Deletionen verursacht werden, die die Entstehung
von Krebs begiinstigen. Da Nukleasen aber nur fiir ein relativ kleines Zeitintervall aktiv sein
miissen, kénnen transient exprimierte Nukleasen off-Zarget Effekte minimieren 7.

Im Folgenden wird der fir diese Arbeit gentherapeutische Ansatz mittels IVT mRNA-

kodierter Nukleasen dargestellt.

1.4 Prinzip der IVT mRNA-vermittelten Genkorrektur

Um eine moglichst effiziente Genkorrektur zu erzielen wird das Donor-Template
(blicherweise ein Gen bzw. Sequenzabschnitte davon) in einen viralen Vektor verpackt und
in die Zielzelle transduziert, so dass dieses langfristig exprimiert wird (Abb. 1.6, Box I). Fir
den Nuklease-induzierten Schnitt wird IVT mRNA mit den entsprechenden kodierenden
Sequenzen hergestellt und diese in NPs verpackt, so dass die IVT mRNA méglichst effizient
in die Zelle aufgenommen wird (Abb. 6, Box II).

Sind die NPs tiber den aktiven Transport bzw. Endozytose aufgenommen, wird die IVT
mRNA tdber die Ribosomen in das korrespondierende Protein umgeschrieben. Die so
entstehenden Nukleasen enthalten ein NLS, wortuber diese in den Zellkern translozieren
(Abb. 6, Box III). Im Zellkern binden die Nukleasen entsprechend ihrer Zielsequenz
innerhalb des Genoms. Durch Dimerisierung der Nuklease-Dominen kommt es zu einem
DSB. Dieser wird entweder tiber den Prozess der HR (Abb. 6, Box IV) oder aber iber das
NHE] repariert. Nach Einbau des Donor-Templates in die genomische DNA kann dieses
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transkribiert werden. Im Falle der Korrektur eines defekten Gens kann so wieder ein

funktionales Transkript gebildet werden (Abb. 6, Box V).

Abb. 1.6: Prinzip der IVT mRNA-vermittelten Genkorrektur.
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1.5 Zielsetzung

Vor dem Hintergrund der geringeren Immunogenitit sowie der zeitlich begrenzten
Verfiugbarkeit mRNA-kodierender Proteine, lag das Ziel dieser Arbeit in der Evaluierung
eines auf modifizierten mRNA-Nukleasen basierenden, therapeutischen Ansatzes zur
Genkorrektur transgener Swurfactant Protein-B-defizienter Miuse.

Aus einem Panel verschiedener, sequenzspezifischer Nukleasen (ZFNs und TALENS) sollte
zunichst diejenige ermittelt werden, deren Effizienz Nuklease-induzierte DSBs zu erzeugen
am vielversprechendsten ist. Uber die Umschreibung dieser in die korrespondierende,
mRNA-kodierende Form sollte anschlieBend die Kinetik und Expression unter
Zuhilfenahme chemisch modifizierter Nukleotide optimiert werden.

Fir die eigentliche iz vivo-Genkorrektur SP-B-defizienter Mause wurde zusitzlich ein AAV
Reparatur-Template konstruiert, welches die konstitutiv aktive CAG-Promoter Sequenz
enthdlt. Die Applikation sowohl der optimierten, mRNA-kodierenden Nukleasen in
Kombination mit dem Donor-Template sollte durch Induktion von DSBs zum
Reparaturmechanismus der Homologen Rekombination und somit zum FEinbau der
Promoter-Sequenz vor die SP-B ¢cDNA fihren. Die eigentlich unter der Kontrolle eines
Doxycyclin-abhingigen Promoters stehende SP-B cDNA transgener Miuse fithrt bei
erfolgreicher Insertion des Donors zur konstitutiven Expression von Swurfactant Protein B.
Damit wiirde nach Absetzen von Doxycyclin der Phinotyp dem Doxycyclin-behandelter
Miuse entsprechen und so die Expression des fiir die Ausbildung des Surfactants essentiellen

SP-B gewihrleistet werden.
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2. Material und Methoden

Materialien

2.1.1

2-Mercaptoethanol

www.sigmaaldrich.com

3K-Narkose (Fentanyl, Midazolam,
Medetomidin)

Pharmakologie Tiibingen

Agarose, Biozym LE
www.biozym.com

Agarose, Ultra pure

www lifetechnologies.com

AmpliTaq Gold 360 Mastermix
www lifetechnologies.com

Anti Reverse Cap Analog (ARCA)
www.trilinkbiotech.com

Antidot (Naloxon, Flumazenil, Atipamezol)
Pharmakologie Ttubingen
Carbenicillin Dinatriumsalz
www.catlroth.com

Cellclip®

www.tharmac.com

Cellfunnel®
www.tharmac.com
Cellfunnel® Filterpapier
www.tharmac.com

Cytotriger, 1Kreis, beschichtet
www.tharmac.com

DAPI

www.applichem.com

Diethylpyrocarbonat (DEPC) — Wasser
www.lifetechnologies.com
Dimethylsulfoxid (DMSO)
www.sigmaaldrich.com

DNA Ladder 1 kb, GeneRuler, 0,5 pg/ml
www lifetechnologies.com

DNA Ladder 100 bp, GeneRulet, 0,5 pg/ml
www.lifetechnologies.com

DNA Loading Dye, 6-fach
www.thermoscientific.com

ECL Western Blotting Detection Reagent
www.gelifesciences.com

Entellan ® Neu

www.merckmillipore.com

EosinY

WWW.VWI.com

Essigsiure

www.merckmillipore.com

Ethanol (100 %), absolute for analysis
www.merckmillipore.com

Filterpapiere

www.carlroth.com

Lipofectamine 2000 (1 mg/ml)

www lifetechnologies.com
Luria Broth (LB)
www lifetechnologies.com

May-Griinwalds Eosin Methylenblau
www.merckmillipore.com

MEM Non Essential Amino Acids
www lifetechnologies.com

Meyer’s Himalaunlésung
www.merckmillipore.com
Milchpulver

www.carlroth.com

Natriumactetat (NaAc)
www.sigmaaldrich.com
Natriumchlorid (NaCl)
www.sigmaaldrich.com

Novex Sharp Pre-Stained Protein
Standard

www lifetechnologies.com
NuPAGE® Antioxidant

www lifetechnologies.com
NuPAGE® Sample Reducing
Agent (10X)

www lifetechnologies.com
Penicillin-Streptomycin (10.000 U/ml)
www lifetechnologies.com
Pentobarbital

Pharmakologie Ttubingen
Pertex®-Eindeckmedium
www.medite.de

Power SYBR® Green Master Mix
www.bdbioscience.com

RNA Loading Dye (2x)
www.neb.com

Roti® Histofix

www.catlroth.com

S.0.C. Medium

www lifetechnologies.com

Select Agar

www lifetechnologies.com

ssRNA Ladder

www.neb.com

Taq DNA Polymerase
www.peglab.com

Triton X-100

www lifetechnologies

Trizma® Base
www.sigmaaldrich.com

Trizma® Hypochlorid
www.sigmaaldrich.com
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2.1.1

GelRed Nucleic Acid Stain, 10000 x in Water
www.biotium.com
Giemsas Azur-Eosin-Methylenblau

www.merckmillipore.com

Glycerol
www.carlroth.com

HCI (2N)
www.merckmillipore.com
Isofluoran CP® (1 ml/ml)
www.cp-pharma.de
Isopropanol, absolute for analysis
www.merckmillipore.com
Kanamycinsulfat
www.sigmaaldrich.com
Kollagenase, Typ I
www.lifetechnologies.com
L-Glutamine
www.bionity.com

2ol 22

Trypanblau (0,4 %)
www.sigmaaldrich.com

Trypsin - Ethylendiamintetraessigsdure
(EDTA) 0,25 %

www lifetechnologies.com

Tween-20

www.catlroth.com

VentR DNA Polymerase
www.neb.com

Wasserstoffperoxid (30 %)
www.merckmillipore.com
Xylol-Ersatzmedium Roti®-Histol
www.catlroth.com

Ziegenserum, normal
www.dako.com

Zitronensdure Monohydrat
www.merckmillipore.com

ACK-Lysepuffer

www lifetechnologies.com

Antarctic Phosphatase Reaction Buffer (10x)
www.neb.com

Bovine Serum Albumin (BSA, 100x)
www.neb.com

Cut Smart Buffer (10x)

www.neb.com

DMEM/F-12 Medium

www lifetechnologies.com

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
www lifetechnologies.com

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)
www.atmp-ready.com

Fetal Bovine Serum (FBS), heat inactivated
www lifetechnologies.com
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NE-Buffer 2

www.neb.com

NuPAGE® LDS Sample Buffer

www lifetechnologies.com

NuPAGE® MES SDS Running Buffer
www lifetechnologies.com

Opti-MEM, Reduced Serum Medium
www lifetechnologies.com

T4 DNA Ligase Reaction Buffer (10x)
www.neb.com
Thermopol Puffer

www.neb.com

Tris-Acetat-EDTA (TAE) Buffer (10x)
www lifetechnologies.com



2.1.3

10x Citratpuffer (100 mM; pH, 6,0)

3 M Natriumacetat (pH 5,2)

10x Tris-Buffered Saline (TBS)
(0,25 M Tris-Base, 1,4 M NaCl; pH7,5)

2.1.4

Zitronensaure Monohydrat
HCI (2N)

ad dH20

Natriumacetat

HCI 2N)

ad dH20

Trizma® Base
Natriumchlorid

HCI 2N)

ad dH20

21,01 g
pH 6,0
1000 ml
40,82 ¢
ph 5,2
10 ml
30,28 g
81,82 ¢
pH 7,5
1000 ml

Cytofix/Cytoperm™ Fixation/
Permeabilization Kit

www.bdbioscience.com
DAB Substrate Kit SK-4100

www.vectorlabs.com

iScript cDNA Synthesis Kit
www.bio-rad.com
MEGACclear Kir
www.ambion.com

MEGAscript T7 Kit
www.ambion.com
mi-Plasmid Miniprep Kit
www.metabion.com

www.mn-net.com

from Tissue
WwWw.mn-net.com

www.peglab.com

www.peglab.com
RNeasy Mini Kit
www.qiagen.com

NucleoSpin Gel and PCR clean-up

NucleoSpin Tissue — Genomic DNA

peqGold XChange Maxi Kit

peqGold XChange Midi Kit

2.1.5

Antarctic Phosphatase Pmll

www.neb.com www.neb.com
BamHI Sacl

www.neb.com www.neb.com
EcoRI T4 DNA Ligase
www.neb.com www.neb.com

Kpnl T7-Endonuklease I
www.neb.com www.neb.com

Notl Xbal

www.neb.com

www.neb.com
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2.1.6

anti-Clara Cell Secretory Protein mit APC anti-
mouse IgG1, Clone RMG1-1

www.sigmaaldrich.com

APC anti-mouse Ly6A/E (Sca-1)
www.biolegend.com

Cy™3 AffiniPure goat anti-rabbit IgG
www.jacksonimmuno.com

goat anti-rabbit IgG (clone pAb)-HRPO
www.dianova.com

mouse monoclonal anti-FLAG® M2-FITC,
Clone M2

www.sigmaaldrich.com

2.1.7

mouse monoclonal anti-SP-B antibody

www.abcam.com

PE anti-mouse CD31, Clone MEC13.3
www.biolegend.com

PE anti-mouse CD45, Clone 30-F11
www.biolegend.com

rabbit polyclonal anti-DDDDXK-tag
Antibody

www.abcam.com

ZytoChem Plus HRP One-Step
Polymer

anti-Mouse/Rabbit/Rat

www.zytomed.com

2-Thio-Uridintriphosphat (s2U)
www.trilinkbiotech.com

5-Methyl-Cytosintriphosphat (m5C)
www.trilinkbiotech.com

2.1.8

Pseudouridin-5¢-Triphosphat (W)

www.trilinkbiotech.com

Mouse IFN alpha Platinum ELISA

www.ebioscience.com

2.1.9

Mouse IL-12 p70 ELISA Ready-set-go®

i www.ebioscience.com

A549

www.cell-lines-service.com

MLE12

www.lgcstandards-atcc.com

2.1.10

primire Fibroblasten
isoliert aus Mausstamm SP-C ttTA/(teto)s
SP-B/SP-B-/

BALB/cAnNCtl

WWWw.ctiver.com
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211

pVAX.1 www.lifetechnologies.com
pVAX.A120 www.lifetechnologies.com
pCS2+_dsRed. T4 dsRed www.clontech.com
pVAX.dsRed.A120 dsRed Klonierung
pVAX.Foxp3.A120 Foxp3 Klonierung
PAAV.CAG.SP-B_donor SP-B Donor-Template www.lifetechnologies.com
TUBO07-pFB-ZFN3-repair-template SP-B Donor Template www.virovek.com
(AAVG6-Donor- Template)

pDNA.102425-NELD T1 rechts WWW.5a0gamo.com
pDNA.102427-CKKR T1 links WWW.$2Ngamo.com
pDNA.102429-NELD T2 rechts WWW.Sangamo.com
pDNA.102430-CKKR T2 links WWW.Sangamo.com
pDNA.102435-NELD T4 rechts WWW.Sangamo.com
pDNA.102036-CKKR T4 links WWW.Sangamo.com
pDNA.38546-NELD 7.2 links WWW.Sangamo.com
pDNA.38547-CKKR 7.2 rechts WWW.Sangamo.com
pDNA.38558-NELD 7.3 links WWW.S21gamo.com
pDNA.38561-CKKR 7.3 rechts WWW.$21gamo.com
pDNA.38566-NELD Z4 links WWW.5a1gamo.com
pDNA.38567-CKKR 74 rechts WWW.$21gamo.com
Bezeichnung Insert Hersteller
pDNA.38582-NELD 75 links WWW.Sangamo.com
pDNA.38583-CKKR 75 rechts WWW.Sangamo.com
pVAX.25527.A120 T1 links Klonierung
pVAX.25529.A120 T1 rechts Klonierung
pVAX.38558.A120 7.3 links Klonierung
pVAX.38561.A120 7.3 rechts Klonierung
TUB09-pFB-CMV-3Flag-NLS-38558- 7.3 links www.virovek.com
Fok-KKR-bGHpA (AAV6-ZFN3-

LEFT)

TUB09-pFB-CMV-3Flag-NLS-38561- 7.3 rechts www.virovek.com
Fok-KKR-bGHpA (AAV6-ZFN3-

RIGHT)

2.1.12

T1 fwd GTA GGC GTG TAC GGT GGG AG 65
T1 rev CAG CAG AGG GTA GGA AGC AGC 65
Z73-1 fwd (P3) TGT ACG GTG GGA GGCCTAT 59
Z3-1rev (P1) CCT GGC AGG TGA TGT GG 57
Z7.3-2 fwd TGT ACG GCT ACA GGG GAA 56
Z73-2 rev GCC GAT AGG CAG ATT GTA 54
CAG fwd (P2) AGG CACTGG GCA GGT AAG TA 60
pVAX for CCA CTG CTT ACT GGC TTA TCG 61
off-target 1 fwd GCA AGT TTG GCG TCG CTC CA 63
off-target 1 rev AGA GGA AGG CGC GGC AGG 63
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2.1.12

off-target 2 fwd TTCTTG CTC CAG TGA CTC TCT TA 61
off-target 2 rev AGC CTA GTA AAG ACA ACA CTA GTG 62
off-target 3 fwd CAA CGT GAC CTG CGA GCG 61
off-target 3 rev GTG CACGCT CCACTITCTICG 62
off-target 4 fwd CTG GAG ATG CAT CCTTGT CIG T 62
off-target 4 rev GAG GGT GAAGACTITTGG AGCT 62
off-target 5 fwd CAG CAC CAG ATG TTC CCT GTT A 62
off-target 5 rev TGG AAA GCA ATA GTT CTA GGA TGA 60
off-target 6 fwd GAG GCT GTG TCA CTA GCA GGA 63
off-target 6 rev CAA AGT GGT ACCTTG GCAAGAG 62
off-target 7 fwd AGA AAG CCA GCT GAG TAC CA 58
off-target 7 rev TGT TGG CTT GTT TGG ACT CAT G 60
off-target 8 fwd TGA CTA CAATCATGCTICTTG GTT 60
off-target 8 rev TGT AGG CCT TCA GTG ATC TAG G 62
off-target 9 fwd AAG GACTTCATCTTT GCT GGA T 58
off-target 9 rev GAA TCA ACA GCCTGG CAG C 59
off-target 10 fwd ACATTT TCT GGA GTG TAG TGT G 58
off-target 10 rev GCT CTT TCG GTA ACA CAG TTCTT 61
Beta-Aktin fwd TAG GCA CCA GGG TGA TG 55
Beta-Aktin rev GCC ATG TTC AAT GGG GTA CT 58

2.1.13

Butterfly Safety Multifly®-Set (21G x %) Petrischalen (96 x 14 mm)

www.sarstedt.com www.greinerbioone.com

Deckglaser (24 x 60 mm)
www.langenbrinck.com
Descosept AF Schnelldesinfektionmittel

www.schumacher-online.com
DNAase AWAY®

Pipettenspitzen (10 pl, 1000pul)
www.greinerbioone.com

Pipettenspitzen (200 pl)
www.sarstedt.com
Prizisionswischtiicher Kimtech Science
www.sigmaaldrich.com www.kimberly-clark.com
Dualfilterspitzen ep Dualfilter T.I.P.S Reaktionsgefille Cellstar® Tubes

(0,1 = 1000 pl) (15 ml, 50 ml)

www.eppendorf.com www.greinerbioone.com
ECL Hyperfilm

www.gelifesciences.com (0,5 — 2 ml)

Reaktionsgefil3e Eppendorf Tubes

www.eppendorf.com
Reaktionsgefile FACS Rundboden
www.hartmann.de Falcon

Tubes (5 ml)

www.bdbioscience.com
Einmal-Handschuhe PurpleNitrile Reaktionsgefif3e PCR 8-Tube Strips
www.kimberly-clark.com (0,2 ml)

Einmal-Handschuhe Peha-soft nitrile

www.greinerbioone.com
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2.1.13

Einmal-Skalpelle

www.bbraun.de

Einmal-Wigeschalen
www.catlroth.com
Entsorgungsbeutel
www.brand.de

Feindosierungsspritze mit integrierter Kaniile
(0,01 —1 ml) Omnican® I

www.bbraun.de

Fettstift Dako Pen

www.dako.com

iBlot® Transfer Stacks, PVDF

www.lifetechnologies.com

MicroAmp™ Optical 96- well Reaction Plate
www.appliedbiosystems.com

NuPAGE® Novex® 10 % Bis-Tris Gele

www lifetechnologies.com

Objekttriager SuperFrost® Plus (25 x 75 x 1,0 mm)

www.langenbrinck.com

Parafilm M®

www.parafilm.com

2.1.14

Reaktionsgefifle Safe-Lock Tubes
(1,5 ml)

www.eppendorf.com

RNase AWAY®

www.sigmaaldrich.com
Sicherheitsvenenverweilkatheter

Insyte™

www.bdbioscience.com

Spritzen Injekt® Einmalspritzen (5 —
50 ml)

www.bbraun.de

Spritzen Injekt®-F Einmalspritzen
(1 ml)

www.bbraun.de

Spritzenaufsatz BD Microlance 3 (30G x
1/2“)

www.bdbioscience.com

Stabpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml)
Www.corning.com

Zellkulturflaschen (175 cm?)
www.greinerbioone.com
Zellkulturplatten 24-well Zellkultur-
Platten

WWwW.corning.com

Zellsieb Falcon® Cell Strainer

(40 pm /70 pm)
www.bdbioscience.com

Autoklav Systec VX-150

www.systec-lab.de

CO; Inkubator Heraeus HERAcell (Brutschrank)
www.thermofischer.com

Darkhood DH-50

www.biostep.de

Easypet

www.eppendorf.com

Eisschrank MEDline (-20 °C)
www.liebherr.com

Eisschrank Model 905 (-80 °C)
www.thermofischer.com

ELISA-Reader Multiscan EX
www.thermofischer.com

FM]J-250 Hochdruck Injektionsspritze
Www.penncentury.com

Gelkammer Model 40-0911

www.peglab.com

Nanodrop 2000c

www.implen.de

neoLab Spectrafuge

www.neolab.com

Netzgerit MP-300V
WWW.major-sci.com

Pipetten (0,1-2,5 pl; 1-10 pl; 2-20 pl; 10-
100 pl; 20-200 pl; 100-1000 wl)
www.eppendorf.com

PowerEase® 500 Power Supply

www lifetechnologies.com
Thermocycler peqSTAR 96 universal
www.peglab.com

Thermo-Shaker Univortemp MT 100
www.hysic.de

Trockenschrank Heraeus Function
Line

www.thermofischetr.com

ViiA 7 Real-Time PCR Sytem

www lifetechnologies.com
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2.1.14

iBlot Transfer System

www.lifetechnologies.com

iBlot® Transfer System
www.lifetechnologies.com
Inkubator INFORS HT Ecotron
www.infors-ht.com

Kern EW 2200-2NM Waage
Wwww.sartorius.com
Kiihlschrank MEDline (4 °C)

www.liebherr.com

Laminar-Flow Sicherheitswerkbank
www.bdk-online.de

LSR-II

www.bd.com

Microtom Leica RM 2155
www.leicabiosystems.com
Mikroskop, Typ Wilvert 30

www.hund.de

Mikrospray® Aerosolizer Modell IA-1C

WWWw.penncentury.com

Mikrowelle
www.venalisia.de

2.1.15

Vortex-Mixer Model 7-2020
www.neolab.com
Wasserbad
Www.memmert.com

XCell® SureLock Mini Cell
www.lifetechnologies.com

Zihlkammer Neubauer improved
www.hecht-assistent.de

Zeiss Axio Imager.M2
WWW.zelss.com

Zeiss AxioCam MRc

WWW.zeiss.com
Zentrifuge 5430R

www.eppendorf.com
Zentrifuge Cellspin® II
www.tharmac.com
Zentrifuge Himac CT 15RE
www.hitachi-koki.com
Zentrifuge Megafuge 16R
www.thermoscientific.com

Zentrifuge Sprout
www.heathrowscientific.com

Geneious® RS

www.geneious.com
Graphpad Prism®

www.graphpad.com
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2.2 Methoden
2.2.1 Plasmid-Priparation

2.2.1.1 Kultivierung

Um Plasmide in groBen Mengen zu erhalten ist die Kultivierung Plasmid-tragender
Bakterien, wie bspw. Escherichia coli (E. coli) erforderlich. Sofern diese unter optimalen
Bedingungen gehalten werden, d.h. unter entsprechenden Temperatur-, Sauerstoff- und
Nihrstoffbedingungen, konnen vier Wachstumsphasen kultivierter Mikroorgansimen

unterschieden werden:

(1) Latenzphase: Wihrend dieser Phase kommt es noch nicht zur Teilung der Bakterien.
Hier passt sich der Stoffwechsel der Bakterien an die umgebenden
Nihrstoffbedingungen an. Durch Aufnahme von Nihrstoffen werden die fur die
weitere bakterielle Vermehrung notwendigen Enzyme hergestellt.

(2) Log-Phase: Die Log-Phase ist charakterisiert durch ein logarithmisches, also
exponentielles Wachstum der Bakterien, in der sich die Mikroorganismen in relativ
kurzer Zeit stark vermehren.

(3) Stationdre Phase: In dieser Phase bleibt die Zellzahl weitgehend konstant. Die

Bakterien haben die im Medium befindlichen Nihrstoffe nahezu verbraucht und
stellen ihre Zellteilung ein. Es sammeln sich zudem toxische, bakterielle
Abbauprodukte an.

(4) Absterbe-Phase: Fehlende Nihrstoffe konnen den Energiebedarf der ruhenden

Bakterien nicht mehr decken. Die Akkumulation von Giftstoffen fuhrt zum

Absterben der Bakterien.

Mit jeder bakteriellen Zellteilung wird auch das Plasmid proportional dazu vermehrt. Daraus
ergibt sich, dass gegen Ende der Log-Phase die Ausbeute nach Plasmid-Isolation am
ergiebigsten ist. Durch photometrische Messungen lassen sich die unterschiedlichen
Wachstumsphasen der Bakterien bestimmen, wobei fiir die optimale Plasmidausbeute eine
optische Dichte bein 600 nm (ODgoonm) zwischen 0,6 und 0,7 angestrebt wird, welche die
spite Log-Phase darstellt.

Fir die Vermehrung der Plasmide wurden 10 ul (fiir Midi-Kit Plasmid Priparationen) bzw.
20 pl (fur Maxi-Kit Plasmid Priparationen) an Bakterienstammbkultur in Antibiotika-haltiges

LB-Medium (30 ml bzw. 100 ml) entsprechend ihrer Antibiotika-Resistenz (1 % Kanamycin
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bzw. Carbenicillin) pipettiert und tUber Nacht bei 37 °C und 150 rpm in einem
Schittelinkubator kultiviert. Nach ca. 12 — 16 Stunden befanden sich die in dieser Arbeit
verwendeten E. co/i DH5a entsprechend ihrer Wachstumskinetik in der Log-Phase. Eine

photometrische Messung war daher nicht erforderlich.

2.2.1.2 Plasmid-Isolation

Uber die Isolation der Plasmide aus Bakterien werden je nach kultivierten Volumina und
verwendetem Kit entsprechend grofle Ausbeuten erzielt. Das Prinzip der Isolation beruht
dabei auf dem erstmals von Birnhoim und Duly im Jahr 1979 beschriebenen Prinzip der
Alkalischen Lyse .

Nach Kultivierung und Wachstum der gewtnschten Plasmid-tragenden Bakterien werden
diese Uber einen Zentrifugationsschritt pelletiert und das Nahrmedium abgenommen. Das
Pellet wird anschlieSend in einer Losung resuspendiert, das tblicherweise Tris, EDTA,
Glucose und RNase A enthilt. EDTA komplexiert dabei divalente Kationen wie Magnesium
(Mg™") oder Kalzium (Ca™), die essentiell fiir die Aktivitit von DNasen sowie die Integritit
der bakteriellen Zellmembran sind. Durch Komplexierung wird demnach eine Schidigung
des Plasmids durch DNasen verhindert. Zugleich hilft EDTA die bakterielle Zellmembran
zu destabilisieren. Glukose wiederum hilt den osmotischen Druck aufrecht und verhindert
ein Platzen der Bakterien. RNase A baut die zellulire RNA ab, sobald die Zellen lysiert sind.
Der Lysepuffer enthilt im Allgemeinen Natriumhydroxid (NaOH) und das Detergenz
Natriumdodecylsulfat (SDS). Wahrend SDS die Zellmembran auflost und auch den Grof3teil
zelluldrer Proteine denaturiert, unterstitzt NaOH ebenfalls die Zellauflsung und fihrt zu
einer  Denaturierung der dsDNA in ssDNA  durch  Auflésung  der
Wasserstoftbriickenbindungen zwischen den DNA-Basen. Dieser Schritt beinhaltet die
eigentliche alkalische Lyse.

Durch Zugabe von Kaliumacetat wird das alkalische Milieu neutralisiert. Dadurch wird die
erneute Ausbildung von Wasserstoffbrickenbindungen zwischen den Basen der ssDNA
erreicht. Diese renaturieren im Folgenden wieder zu dsDNA, jedoch nur die kleine, zirkulire
Plasmid-DNA. Genomische DNA kann aufgrund ihrer GréBle nicht mehr entsprechend
zusammengefiigt werden. Wihrend die Plasmid-DNA durch Renaturierung gut in Losungen
gehen kann, wird die einzelstringige genomische DNA zusammen mit den denaturierten

Proteinen und SDS durch Ausbildung hydrophober Bindungen als weilles Prizipitat

32 | MATERIAL & METHODEN



ausgefillt. Durch Zentrifugation kann dieses relativ leicht von der Plasmid-DNA getrennt

werden.

Um die Plasmid DNA von den in der Losung befindlichen Salzen, EDTA, RNasen und

Zellresten isolieren, erfolgt anschliefend eine Aufreinigung und Konzentrierung der DNA

tber Ethanol-Prizipitation oder Silica-Membran basierte Kits (siche Abschnitt 2.2.1.3).

Fir die Plasmid-Isolation wurden die peqGold Xchange Midi- und Maxi-Kits

(www.peglab.cm) entsprechend dem Protokoll des Herstellers verwendet. Die einzelnen

Schritte sind Tab. 2.1 zu entnehmen.

Tab. 2.1: Durchfithrung des peqGold XChange Midi- und Maxi-Kits

Anzucht der
Bakterien

Lyse der Bakterien

Aquilibrieren der
Siule

Aufkliren des
Lysats

Laden und Binden

Waschen I
Waschen II
Elution

Prizipitation

Waschen und
Trocknen des
Pellets

Losen der DNA

Volumina
30 ml 100 ml
8 ml 12 ml
8 ml 12 ml
8 ml 12 ml
2,5 ml 5 ml
12 ml 2 x 24 ml
2x12ml
5 ml 15 ml
3,5 ml 11 ml
2 ml 5ml
50 wl 100 wl

In LB-Medium + 1 % Antibiotikum
12-16 h bei 37 °C

Zentrifugation bei 15.000 x g fiir 15 min
Zugabe Solution I/RNase A und
resuspendieren

Zugabe Solution II und invertieren
Zugabe Solution I1I und invertieren

5 min auf Eis inkubieren

XChange Column mit EQ-Buffer fillen
und Durchfluss verwerfen

Lysat auf Filter gieBen und Durchfluss
auffangen

Aufgeklirtes Lysat auf dquilibrierte
XChange Column pipettieren und
durchflieBen lassen und verwerfen
Wash-Buffer I zugeben und durchfliefen
lassen, anschlieBend verwetfen
Wash-Buffer II zugeben und durchflieSen
lassen, anschlieBend verwetfen
Elution-Buffer zugeben und DNA
eluieren, Durchfluss behalten
Isopropanol zum Eluat geben und DNA
fallen

30 min bei 15.000 x g und 4 °C
zentrifugieren, Uberstand verwerfen

70 % EtOH hinzugeben und
resuspendieren

10 min bei 15.000 x g und RT
zentrifugieren, Uberstand verwerfen und
Pellet trocknen lassen

Deionisiertes H>O hinzugeben und DNA
16sen
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2.2.1.3 Plasmid-Aufreinigung

Fir die Aufreinigung von Plasmiden werden im Allgemeinen zwei geldufige Methoden
verwendet: die Ethanol-Prazipitation und die Silica-basierte Aufreinigung. Im Folgenden

werden diese eingehender erklirt.

Ethanol-Prizipitation:

Die EtOH-Prizipitation dient dazu, Plasmide bzw. DNA zu entsalzen und
aufzukonzentrieren. Dabei werden 0,1 — 0,5 M monovalente Kationen (bspw.
Natriumacetat) zusammen mit 70 %igem EtOH der DNA beigefiigt. Da EtOH anders als
H>O eine geringere Dielektrische Konstante (24 fur EtOH, 80 fiir H,O) besitzt, wird diese
durch Zugabe von EtOH zur DNA-Losung herabgesetzt. Dadurch steigen die
Anziehungskrifte zwischen den positiv geladenen Kationen und dem negativ geladenen
DNA-Riickgrat. Sobald diese miteinander interagieren, wird die DNA neutralisiert und ist
folglich nicht mehr in H,O 16slich. Die DNA fillt als Prazipitat aus. Zudem fithrt das EtOH
zu Konformationsinderungen in der DNA-Struktur. Dabei sind die entgegenwirkenden
Krifte zwischen negative geladenen Phosphaten und einem Nukleinsidurepolymer so gering,
dass interhelikale Interaktionen moglich werden, so dass es zur Aggregation der DNA
kommt. Durch Zentrifugation und anschlieBender Abnahme des Uberstandes kann so die
DNA isoliert, aufgereinigt und durch Zugabe eines entsprechenden Volumens deionisiertem

H,O (dH,O) aufkonzentriert werden .

Die zu prizipitierende DNA bzw. Plasmide wurden fiir die folgenden Aufreinigungen mit
3 M Natriumacetat (pH 5,2) im Verhaltnis 1:10 versetzt (ausgehend vom urspriinglich
eingesetzten Volumen). AnschlieBend wurde das 2,5-fache Volumen an 100 % EtOH
zugegeben und gemischt. Fur die eigentliche Prizipitation wurde die Losung fir ca. 1 Y2 h
bei -80 °C inkubiert und anschlieSend in einer Zentrifuge bei 13.000 rpm fiir 30 min bei 4 °C
pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 500 pl 70 %igem EtOH
gewaschen. Nach einer weiteren Zentrifugation bei 13.000 rpm fiir 10 min und 4 °C wurde
der Uberstand wiederum verworfen und das gereinigte Pellet in einem entsprechendem

Volumen dH,O resuspendiert.
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Silica-basierte Aufreinigung:

Das Prinzip der Silica-basierten Sdulenaufreinigung basiert auf der hohen Affinitdt des
negativ geladenen DNA-Phophatriickgrats mit den positiv geladenen Silica-Partikeln. Durch
Zugabe hoher Konzentrationen chaotroper Salze und einem niedrigen pH-Wert (= 7)
werden die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Wasserstoff des HoO und den
negativ geladenen Sauerstoffionen der Silica-Partikel sowie der DNA aufgebrochen. Das hat
zur Polge, dass die Hydrathtille der Partikel und der DNA destabilisiert wird. Die Kationen
der chaotropen Salze sittigen nun die negativen Ladungen der Silica-Partikel als auch des
negativ geladenen DNA-Phosphatriickgrats ab, wodurch die Bindung an die Siule
ermoglicht wird. Die Anlagerung der DNA an die Partikel ist dabei reversibel und kann durch
Zugabe von Loésungen mit geringer Salzkonzentration (bei einem pH = 7) rickgingig
gemacht werden. Durch die Bindung der DNA ist es méglich alle Proteine und Zelltrimmer
der urspringlichen DNA-L6sung zu entfernen, da diese nicht an die Sdule binden. Durch
Waschen der Membran mit Lésungen entsprechend hoher Salzkonzentrationen, wird die
DNA somit gereinigt. Die Zugabe niedriger Salzlosungen fithrt wiederum zur Bildung einer
Hydrathulle sowohl um die Silica-Partikel als auch um die DNA, wodurch diese eluiert

werden kann ',

Soweit nicht anders angegeben wurde fur die Aufreinigung von DNA und Plasmiden das
NucleoSpin® Gel and PCR clean-up Kit entsprechend der Anleitung des Herstellers

verwendet.

2.2.1.4 Linearisierung von Plasmiden

Fir Klonierungszwecke sowie im Zuge der Herstellung von IVT mRNA mussten Plasmide
zundchst linearisiert werden, um entsprechend weiter zu verfahren. Dabei wurden
Restriktionsendonukleasen (REs) verwendet.

REs sind eine Klasse von Enzymen, die ubiquitir in prokaryotischen Organismen
vorkommen und deren biologische Funktion es ist, das Wirtsgenom gegeniiber Fremd-DNA
(speziell Bakteriophagen-DNA) zu schiitzen. Per Definition gehéren REs einem
Restriktions-Modifikations-System an, das sich aus einer Endonuklease- und einer
Methyltransferase-Komponente zusammensetzt. Dadurch, dass die Erkennungssequenz der
REs relativ kurz sind (i.d.R. 4-8 bp), diese jedoch im Wirtsgenom ebenso hiufig vorkommen,

wird tiber die Methyltransferase-Aktivitit eigene DNA durch Anbringen von Methylgruppen
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so markiert, dass die Bindungsstelle fiir das entsprechende RE maskiert wird und so von
Fremd-DNA unterschieden werden kann. Daraus ergibt sich, dass unmethylierte DNA
geschnitten wird, wihrend methylierte DNA ungeschnitten verbleibt.

REs konnen in vier Hauptgruppen (REs Typ I, II, III, IV) unterteilt werden, die jeweils
unterschiedliche Subtypen aufweisen. Die Hauptgruppen unterscheiden sich dabei
hinsichtlich ihrer Zusammensetzung, der jeweiligen Anforderungen an Co-Faktoren, ihrer
Zielsequenz und der Position ihrer Schnittstelle relativ zur jeweiligen Zielsequenz. Die
gebriuchlichsten REs sind die REs vom Typ II. Diese schneiden an definierten Stellen, nahe
oder innerhalb ihrer Zielsequenz. Zudem schneiden viele der Typ II REs palindromische
oder symmetrische Sequenzen, da diese als Homodimer an die DNA binden. Der Umstand,
dass nach erfolgtem Schnitt immer ein 3‘-Hydroxyl- sowie ein 5-Phosphatende entsteht und
deren hohe Spezifitit machen REs dieser Gruppe zu idealen Werkzeugen fiir DNA-Analysen

sowie Klonierungen "*"'**.

Fir Linearisierungen bzw. Restriktionsverdaus wurde ein 50 pl Ansatz bestehend aus dem
Plasmid, dem jeweiligen RE, Puffer und je nach Bedarf BSA hergestellt. Ein entsprechender
Ansatz ist in Tab. 2.2 dargestellt.

Tab. 2.2. Ansatz zur Linearisierung von Plasmiden

DNA 10,0 g
Restriktionsenzym 2,0 ul
CutSmart Buffer (10X) 5,0 ul
BSA (10X) (nach Bedarf) 5,0 ul
H.O ad 50,0 pl

Der Ansatz wurde tber Nacht in Abhingigkeit der erforderlichen Temperatur des REs im
Schiittler inkubiert und je nach Bedarf und Moglichkeit des REs anschlieBend bei 65 °C oder
80 °C hitzeinaktiviert. Linearisierte Plasmide fiir die mRNA-Synthese wurden nachfolgend
entsprechend Abschnitt 2.2.1.3 aufgereinigt. Herausgeschnittene DNA-Fragmente im Zuge
von Klonierungen wurden elektrophoretisch aufgetrennt, die entsprechenden Banden

herausgeschnitten und iiber das NucleoSpin Gel and PCR clean-up Kit aufgereinigt.
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2.2.1.5 Klonierung

Die Klonierungen der ZFN- und TALEN-Konstrukte in den fiir die mRNA-Synthese
erforderlichen Vektor pVAX.A120 erfolgte nach dem folgenden prinzipiellen Schema:
Nach Plasmid-Isolation entsprechend Abschnitt 2.2.1.2 wurden jeweils 10 pg Plasmid in
einem Restriktionsansatz (siche Abschnitt 2.2.1.4) verdaut und anschlieend tber ein
Agarosegel aufgetrennt, um das ZFN-/TALEN-Fragment aus diesem herauszuschneiden
und aufzureinigen (siche Abschnitte 2.2.1.3). Sofern die Enden der Fragmente mit denen des
Vektorrickgrats kompatibel bzw. komplementir zueinander waren, konnte sogleich mit der
Ligation fortgefahren werden. Bei nicht-komplementiren Enden mussten die Uberhinge
durch sog. blunten mit Nukleotiden aufgeftllt werden. Dabei wurde die Ventr DNA-
Polymerase verwendet. Das Enzym fiillt dabei die 5“-Uberhinge mit Nukleotiden auf.
Gleichzeitig besitz die Polymerase eine 3°-5“-Exonukleaseaktivitit, wodurch im gleichen
Zuge die 3“-Uberhinge entfernt werden. Fiir das blunten wurde jeweils der gesamte Ansatz an
aufgereinigtem Insert und Vektor verwendet. Tab. 3 veranschaulicht dazu das
Pipettierschema. Dabei wurden die Ansitze jeweils fir 15 min bei 72 °C inkubiert und
anschliefend wiederum aufgereinigt.

Der pVAX.A120 wurde fur die Klonierung der Fragmente zunichst linearisiert (siche
Abschnitt 2.2.1.4) und (nach bedarfsweisem blunten und Aufreinigung) dephosphoryliert. Die
Dephosphorylierung dient dabei der Entfernung des 5-Phosphats an der Schnittstelle der
DNA und verhindert so die Selbst-Ligation des Vektor-Riickgrats. Dadurch wird die
Wahrscheinlichkeit leere Vektoren ohne Insert zu erhalten reduziert. Die Ansitze wurden
fir 15 min bei 37 °C inkubiert und anschlieBend fir 5 min bei 65 °C hitzeinaktiviert.

Fir die anschlieBende Ligation wurde die T4 DNA-Ligase verwendet. Diese katalysiert die
Bildung von Phosphodiesterbricken zwischen den benachbarten 5°-Phosphat- und 3°-
Hydroxyltermini. Die Ligationsrate ist dabei abhingig vom Verhiltnis des eingesetzten
Vektors zur Menge und Fragmentgrofie des Inserts. Je groBer das Insert ist, desto héher
sollte das Verhiltnis Vektor zu Insert sein. Ublicherweise wird fiir die Berechnung ein
Ligationskalkulator verwendet (http://www.insilico.uni-duesseldorf.de/Lig_Input.html),
welcher die entsprechenden Mengen an Vektor und Insert berechnet. Als initiale
Mengenverhaltnisse werden im Allgemeinen Ratios zwischen 1:3 (Vektor:Insert) bis 1:30
verwendet. Die Ligation selbst erfolgte anschlieend bei 16 °C tber Nacht. Als Kontrolle
diente dabei ein Religationsansatz, dem kein Insert beigefugt wurde. Dadurch kann die
Effizienz des Dephosphorylierungsansatzes des Vektors ermittelt werden, um etwaige

Selbstligationen auszuschlieBen. Der Ligationsansatz ist in Tab. 2.3 dargestellt.
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Tab. 2.3: Ansitze fiir Blunten, Dephosphorylierung und Ligation

Blunten

Vektor/Insert 50,0 ul

dNTPs 1,0 ul

Ventr DNA Polymerase 0,5 ul

ThermoPol-Puffer 6,0 ul

HO ad 60,0 ul

Dephosphorylierung

Vektor 30,0 ul

Antarctic Phosphatase 4,0 ul

Reaction Buffer (10X)

Antarctic Phosphatase 1,5 ul

HO ad 40,0 ul

Ligation

Vektor 10 ng

Insert Abhingig von der GroBle des
Insert und dem Verhiltnis
zum Vektor

T4 DNA Reaction Buffer 1,0 ul

T4 DNA Ligase 1,0 ul

H,O ad 10,0 ul

Nach Ligation wurden die Vektoren in den Bakterienstamm DHb5a transformiert (siche

Abschnitt 2.2.1.06).

Die klonierten Vektor-Konstrukte, welche fir diese Arbeit hergestellt wurden, kénnen
Tab. 2.4 entnommen werden. Die dazugehorigen Sequenzen und Plasmid-Karten kénnen
dem Anhang entnommen werden. Der pVAX.A120 wurde dabei immer tber die

Restriktionsschnittstelle Notl ge6ffnet und je nach Insert vor Ligation gebluntet.

38 | MATERIAL & METHODEN



Tab. 2.4:klonierte Vektorkonstrukte

PVAX.38558.A120 | Z3 (links) | EcoRl / Xbal pDNA 38558 ia
PVAX.38561.A120 | Z3 (rechts) | EcoRI / Xbal pDNA.38561 ia
pVAX.102425.A120 | T1 (links) | Sacl / Pmll pDNA.102425 ia
PVAX.102427.A120 | T1 (rechts) | Sacl / Pmll pDNA.102427 ia
pVAX.dsRed.A120 | dsRed BamHI / Xbal pCS2+_dsRed. T4 ja
pVAX.Foxp3.A120 | Foxp3 Kpnl / EcoRI pDNA.Foxp3 ia

2.2.1.6 Transformation

Die Transformation ermdglicht die Aufnahme exogener DNA bzw. Plasmide, durch
Bindung an die bakterielle Zellwand und anschlieBender Aufnahme in die Bakterien selbst,
einzubringen. Dabei haben manche Bakterien-Genera, wie Haemophilus oder Bacillus die
Eigenschaft der naturlichen Aufnahme exogener DNA tber Oberflichenproteine, welche
die DNA binden und in die Zelle transportieren. Solche Zellen werden als kompetent
bezeichnet. Es gibt jedoch Bakterienstimme wie beispielsweise E. ¢/, denen diese
Eigenschaft fehlt. Diese Bakterien kénnen jedoch tiber eine chemische Behandlung, wie die
Calciumchlorid- oder Rubiumchlorid-Methode kompetent gemacht werden. Bei diesen
Methoden werden die negativen Ladungen der bakteriellen Zellwand durch Zugabe von
zweiwertigen Kationen abgefangen, weshalb es fiir exogene DNA moglich wird an
Lipopolysaccharide der Zellwand zu binden. Durch einen anschlieBenden Hitzeschock der
Bakterien bei 42 °C kommt es zur Freisetzung aus der duBleren Zellmembran und damit zur
Bildung von Poren, wodurch adsorbierte DNA nachfolgend in die Zelle aufgenommen
werden kann. Zudem fihrt der Hitzeschock zur Depolarisation der inneren Membran, so
dass das negative, innere Zellpotential reduziert wird. Dadurch kann die negativ geladene
DNA leichter aufgenommen werden ">'*,

Im Zuge der Transformation wurden 100 pl kompetenten DH5a—Zellen 1 ng Plasmid-DNA
zugegeben und diese auf Eis fiir 30 min inkubiert. AnschlieBend erfolgte der Hitzeschock
bei 42 °C fiir 2 min. Zur Regeneration und damit sich die bakterielle Zellwand wieder
schlief3t, wurden die Zellen nachfolgend fiir 5 min auf Eis gelagert. Die Bakteriensuspension
wurde mit 900 ul S.O.C.-Medium versetzt und im Schuttler bei 37 °C fur 1 %2 h inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen bei 6000 rpm fiir 3 min zentrifugiert und der Uberstand

verworfen, so dass im Tube noch ca. 50-100 pl an Bakteriensuspension verblieben. Diese
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wurde zu je 10 ul und 90 ul auf LB-Agarplatten mit der entsprechenden Antibiotikaresistenz
mittels eines Drigalskispatels ausgestrichen. Aus Griinden der Sterilitit wurde dieser Schritt
direkt neben einem Gasbrenner durchgefithrt, so dass Kontaminationen ausgeschlossen
werden konnten. Die Agarplatten wurden tber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert,
so dass sich die Bakterien vermehren konnten. Am folgenden Tag wurden mehrere Kolonien
gepickt und diese in Antibiotika-versetztem LB-Medium angeimpft. Dadurch konnten
einerseits Bakterienstammkulturen durch Zugabe von 500 ul Dimethylsulfoxid (DMSO) zu
500 pl gewachsener Bakteriensuspension hergestellt werden, welche bei -80 °C aufbewahrt
wurden sind. Andererseits konnte tber Plasmid-Isolation und -Aufreinigung (siche
Abschnitt 2.2.1.2. und 2.2.1.3) sowie Restriktionsverdau und Gelelektrophorese (siche
Abschnitt 2.2.1.4 und 2.2.3) bzw. Sequenzierung (siche Abschnitt 2.2.20) entsprechende

Plasmide verifiziert werden.

2.2.2 Bestimmung der DNA-/RNA-Konzentration

Wie alle photometrischen Messungen liegt auch das Prinzip des Nanophotometers auf dem
Lambert-Beer’schen Gesetz begriindet. Dies erlaubt die Berechnung von Nukleinsiure-
Konzentrationen anhand der Absorption von monochromatischem Licht. Das Gesetz
beschreibt die Abschwichung der Strahlungsintensitit beim Durchgang durch eine Lésung
mit einer absorbierenden Substanz (siche Abb. 2.1A). Der Intensititsunterschied ist dabei
abhingig von der Konzentration des zu untersuchenden Stoffes in der Losung, sowie von

der Schichtdicke des Gefil3es, welches der Lichtstrahl durchlaufen muss.
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Abb. 2.1: (A) Schematische Darstellung des Lambert-Beer’schen Gesetz der Lichttransmission durch eine Kavette . 10
Intensitit des einfallenden Lichtstrahls; 11 Intensitit des austretenden Lichtstrahls; 1 Schichtdicke; ¢ Konzentration der zu
untersuchenden Losung des Gefil3; ¢ Absorptionskoeffizient. (B) Absorptionsverlauf einer Nukleinsdure-Probe und
moglicher Kontaminationen (entnommen aus: Eppendorf, Application Note 279 - Detektion von Kontaminationen in
DNA und Protein-Proben durch photometrische Messungen)
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Da Nukleinsauren und Proteine unterschiedliche Absorptionsmaxima aufweisen kann tiber
die Berechnung des jeweiligen Quotienten auch eine Aussage Uber die Reinheit der
Nukleinsduren getroffen werden. DNA und RNA zeigen ein Absorptionsmaximum bei einer
Wellenlinge von 260 nm, wahrend das von Proteinen oder Salzen bei 280 nm bzw. 230 nm
liegt (siche Abb. 2.1B). Liegt der Quotient des Extinktionskoeffizienten A260/280 fur
Nukleinsduren bei einem Wert um ~1,8 (DNA) bzw. ~2,0 (RNA), so kénnen diese als rein
angesehen werden, d.h. eine Kontamination mit Proteinen oder Zelltrimmern ist gering.
Dasselbe gilt fir den Quotienten A260/230. Liegt dieser fir Nukleinsduren zwischen 2,0

und 2,2, so sind die zu messenden Lésungen rein von Salzen oder Phenolen.

Der Nanophotometer misst Volumina im pl-Bereich. 1-2 pl zu messende Losung wurde in
den Strahlengang des Nanophotometers pipettiert und anschlieBend gemessen. Um die
optische Dichte und folglich die Konzentration von Nukleinsduren exakt zu erfassen, musste
vor jeder Messung das Gerit auf einen Nullwert kalibriert werden, d.h. die Losung, in welcher

die Nukleinsauren gelost waren, wurde als Referenz eingesetzt.

2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist wohl die am weitesten verbreitete Methode, um
Nukleinsdure-Fragmente voneinander zu trennen. Dabei kénnen Fragmente zwischen
100 bp und 25 kbp aufgetrennt werden. Die Agarose wird hierfiir aus den Rotalgengattungen
Gelidium und Gracilaria, gewonnen und besteht aus sich wiederholenden Agarobiose- (D- und
L-Galaktose) Untereinheiten. Im erhitzten Zustand ist Agarose flissig und geliert wihrend
der Abkuhlung. Dabei bilden die Agarose-Polymere nicht-kovalente Bindungen und formen
ein Netzwerk aus Bindeln, dessen Porengréfle die Auftrennung der Nukleinsiduren
bestimmt. Je hoher der Anteil an Agarose in einem Gel ist, desto kleinporiger wird dieses
und desto kleinere Fragmente koénnen aufgetrennt werden. Um DNA oder RNA
aufzutrennen wird wihrend der Elektrophorese iiber einen Versorgungseinheit Strom
angelegt. Das Phosphat-Riickgrat der DNA- und RNA-Molekiile ist dabei negativ geladen,
d.h. im elektrischen Feld wandern die Molekiile demnach zur positiv geladenen Anode. Da
DNA und RNA ein gleichmiBiges Verhiltnis von Masse zu Ladung besitzen, werden diese
entsprechend ihrer Groéfle im Agarosegel getrennt, und zwar in dem Malle, als dass die
zuriickgelegte Strecke umgekehrt proportional zum Logarithmus ihres Molekulargewichts

ist. Die Geschwindigkeit, mit der ein DNA- oder RNA-Molekil im Gel wandert hingt dabei
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von folgenden Faktoren ab: (1) der GréBe des Molekiils; (2) der Konzentration der Agarose;
(3) der DNA-Konformation; (4) der Stromzufuhr; (5) der Anwesenheit von
Ethidiumbromid; (6) dem Agarose-Typ und (7) dem Elektrophoresepuffer. Nachdem die
DNA/RNA aufgetrennt ist, kann diese mittels fluoreszierenden Farbstoffen, wie
Ethidiumbromid oder dem weniger toxischen GelRed unter UV-Licht sichtbar gemacht
werden. Diese Farbstoffe interkalieren in Nukleinsiuren und verdndern dabei ihr
Absorptionsspektrum, wodurch es unter UV-Licht sichtbar wird .

Fir die in dieser Arbeit durchgefithrten Agarose-Gelelektrophoresen wurde je nach
aufzutrennenden Nukleinsiure-Fragmenten eine Agarose-Konzentration zwischen 1 — 2 %
(w/v) gewihlt. Dementsprechend wurden 1 — 2 g Agarose auf 100 ml 1X TAE-Puffer
gegeben, mit 5 pl GelRed versetzt und in einem hitzebestindigen Kolben in der Mikrowelle
aufgekocht. Die flissige Agarose wurde in eine Gelkammer mit entsprechendem
Kammeinsatz gefillt. Nach ca. 30 min war das Gel ausgeliert und der Kamm zum Beftllen
des Gels wurde gezogen. Die Gelkammer wurde anschlieBend mit ca. 500 ml 1X TAE-
Laufpuffer aufgefiillt und die Proben in die Geltaschen pipettiert. Zuvor versetzte man die
Proben — zur Erhohung der Dichte und damit diese beim Probenauftrag in die Taschen
sinken — mit einem 6X-Ladepuffer im Verhiltnis 1:6. Um die Nukleinsdure-GroB3en nach
erfolgten Lauf zu verifizieren wurde zusitzlich 4 ul einer DNA-Leiter in jeweils eine Tasche
aufgetragen. Die Gelelektrophorese wurde mit einer Spannung von 80 — 100 V und einer
Stromstirke von 400 mA durchgefiihrt. AnschlieBend wurde das Gel zur Sichtbarmachung
der Nukleinsiure-Fragmente unter UV-Licht in einem dafiir vorgesehenen Gerit (Dark
Hood DH-50) gelegt und iiber eine Kamera mittels der Software Biostep Argus X1 das Gel

dokumentiert.

2.2.4 Synthese von ZFNs und TALENSs

Die ZFN-Paare Z2 (38547/38546), 723 (38561/38558), Z4 (38567/38560), Z5
(38583/38582) und die TALEN-Paare T1 (102425/102427), T2 (102429/102430), T4
(102435/102036), welche dem Ergebnis des dual luciferase single strand assays (DLSSA; siche
Abschnitt 2.2.4) nach die potentiell effizientesten Nukleaseaktivitit besitzen wurden
freundlicherweise von der Firma Sangamo BioScience (www.sangamo.com) zur Verfligung
gestellt.

Der Zusammenbau und die Auswahl der ZFN-Erkennungssequenzen sind urheberrechtlich

durch die Firma Sangamo BioScience geschutzt. Prinzipiell werden drei Methoden
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angewendet, welche den Zusammenbau der ZFN ermoglichen. Dazu gehort (1) der

modulare Zusammenbau, (2) die Strategie der Kontext-sensitiven Selektion und (3) die 2+2-

Strategie, welche von Sangamo BioScience patentiert ist. Im Folgenden werden die drei

Strategien niher erlautert 146,

O

©)

€)

Modularer Zusammenbau: Der Prozess basiert auf dem Zusammenbau von

einzelnen ZF-Dominen mit bekannter DNA-Bindungsspezifitit, um eine
spezifische DNA-Bindungsdomine zu erhalten. Die Module werden dabei aus
gro3en Archiven an ZF-Dominen selektiert und zusammengefiigt. Um potentielle
DNA-Bindungsdominen zu identifizieren, stehen Web-basierte Software-
Algorithmen zur Verfiigung, welche die Auswahl von ZF-Erkennungssequenzen
erleichtern und zugleich die richtige Order fiir den Zusammenbau der ZF-Module
ermoglichen. Obwohl diese Strategie relativ einfach ist, so ist die Erfolgsrate
Sequenz-spezifische Dominen zu synthetisieren, welche optimale DNA-
Bindungsaffinitit und -Spezifitit besitzen, sehr variabel.

Kontext-sensitive Selektion: Zu dieser Art der Strategie zdhlen Methoden wie die &/-

partite Selektion, die sequentielle Optimierung oder aber die Kontext-sensitive
Parallel-Optimierung. Diese Methoden haben gemeinsam, dass sie die relative
Position eines einzelnen, individuellen ZF-Moduls in der finalen ZF-
Zusammensetzung  berticksichtigen. Zusatzlich wird die Auswirkung der
benachbarten ZF-Module auf das jeweilige Modul berticksichtigt. Diese Plattformen
haben den Vorteil, stabile ZF-Dominen mit einer hohen DNA-Bindungsaffinitit zu
erzeugen. Synthetisierte ZFNs zeigen zudem eine hohere Effektivitit DSBs zu
erzeugen und sind dabei weniger toxisch.

2+2-Strategie: Der Zusammenbau der ZF-Domainen ist weitestgehend unbekannt,
da diese Plattform urheberrechtlich im Besitz der Firma Sangamo Bioscience ist. Es
wird vermutet, dass die aus vier ZF-Dominen bestehenden ZFN aus einem
zweistufigen Prozess hervorgehen. Die erste Stufe ist dabei der Zusammenbau der
Bindungsdomine aus jeweils zwei miteinander verbundenen ZF-Einheiten. Diese
Einheiten stammen aus einem bereits existierenden Archiv an ZF-Dominen mit
bekannter DNA-Bindungsspezifitit. Im zweiten Schritt werden so entstandene und
vielversprechende ZFN-Proteine tber eine auf einem Algorithmus basierende

Methode optimiert. Die Giber diese Plattform hergestellten ZFNs konnten, anders als
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die beiden vorherigen Strategien, erfolgreich Schnitte in Genen von Sdugern

erzielen 7%,

Fir den Zusammenbau von TALENs werden weitgehend zwei Methoden herangezogen,
die in ihrer Durchfiihrung relativ einfach und zeitsparend sind. Beide Methoden beruhen auf
dem modularen Zusammenbau einzelner DNA-Fragmente. Der Golden Gate-Assembly beruht
dabei auf der Verwendung von Typll S Restriktionsenzymen, die aullerhalb ihrer
Erkennungs-sequenzen schneiden und 4 bp lange Uberhinge (sticky ends) erzeugen. Durch
Verdau und Ligation der einzelnen Fragment konnen diese in einer Reaktion zu einer TALE-
Domine zusammengefiigt werden. Uber Klonierung der TALE-Domaine in einen Vektor,
welcher neben amino- und carboxyterminalen Elementen des TAL-Effektors auch die Fokl-
Domine enthilt, kénnen so entsprechend TALEN durch modularen Zusammenbau
hergestellt werden . Das FLASH-System (engl. fast ligation-based automatable solid-phase bhigh-
thronghput) beruht dagegen auf dem schrittweisen Zusammenbau einzelner TALE-Einheiten
Uber magnetische Bindungen an eine Festphase. Durch Restriktion und Ligation werden
diese nacheinander zusammengefiigt und anschlieBend ebenfalls in einen dafiir

vorgesehenen Vektor kloniert, so dass funktional TALENS entstehen .

2.2.5 Dual Luciferase Single Strand Assay (DLSSA)

Der DLSSA ist eine Methode, um die Aktivitit bzw. Effizienz von ZFNs und TALENS in
transient transfizierten Zellen zu quantifizieren. Das System basiert auf dem Dual-Luciferase
Reportet® Assay System von Promega und erlaubt die sequentielle Messung zweiet
unabhingiger Reporterenzyme, der Firefly- und der Renilla-Luciferase. Dabel ist das Firefly-
Reporterkonstrukt gentechnisch so verindert, dass dieses zwel unvollstindige Kopien der
kodierenden Region des Firefhi—Gens enthilt, welche durch die DNA-Erkennungssequenz
der ZFNs bzw. TALENSs unterbrochen wird (siche Abb. 2.2, I.). Die 5-Kopie setzt sich
dabei aus etwa 2/3 des aminoterminalen Teils des Firefly-Gens zusammen, die 3*-Kopie aus
2/3 des caryboxyterminalen Teils. Diese voneinander getrennten Fragmente haben etwa
600 bp an homologen Sequenzbereichen gemeinsam, besitzen jedoch keine Luciferase-
Aktivitit. Ein durch ZFNs oder TALENSs verursachter DSB fithrt zur Rekombination der
flankierenden, homologen Bereiche und somit zur Wiederherstellung der Firefly-Luciferase
Aktivitit (siche Abb. 2.2, I1.-V.). Der zugrunde liegende Mechanismus beruht hierbei auf
dem sog. single-stranded annealing Reparatursystem. Nach erfolgtem Schnitt der ZFNs bzw.

TALENSs wird die DNA dabei an den 5-Enden jeweils soweit zurtickgeschnitten, dass beide
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flankierenden homologen Bereiche des Firefly-Gens freigelegt werden. Die entstehenden 3°-
Uberhinge konnen sich so aufgrund ihrer homologen Sequenz wieder rekombinieren
(siche Abb. 2.2). Die Aktivitit der Luciferase gibt demnach Auskunft tiber die Effizienz der
ZFNs bzw. TALENs einen DSB zu erzeugen.

Die co-transfizierte Renilla-Luciferase dient dabei als interne Kontrolle und erlaubt die
Normalisierung der bei Transfektionen auftretenden internen Variabilitit, die durch
Unterschiede in der Zellviabilitit und/oder in der Transfektionseffizienz entstehen und so

minimiert werden konnen.

ZFN/TALEN
Erkennungssequenz

Homologe Sequenz l Homologe Sequenz

V.

Abb. 2.2: Schematische Darstellung des Dual Luciferase Single Strand Assays (DLSSA).

Fir die Quantifizierung der Nukleasen-induzierter DSBs wurde ein Panel aus 7n silico
generierten ZFNs und TALENSs (siche Abschnitt 2.2.4) getestet. Dabei wurden die unter

der Kontrolle des ¢ytomegalovirns (CMV) immediate early-Promoters stehenden Vektoren
ZFN1/ZFN2 bzw. TALEN1/TALEN2, pDLSSA-Firefly und pDLSSA-Renilla verwendet.
Einen Tag vor Transfektion wurden hierfiir 20.000 murine Neuro2A Zellen (www.atcc.org)
in 96-wel/ Platten ausplattiert und in Dulbecco’s Modified Eagle Medium [DMEM,
5 mM L-Glutamin; 10 % FBS] fir 24 h kultiviert. Je 6,25 ng der entsprechenden Vektoren
wurden anschlieBend mittels Lipofectamine 2000 co-transfiziert. Nach weiteren 24 h wurden
die Zellen geerntet und die Aktivitit der beiden Luciferasen gemessen. Die Messung der

Lumineszenz erfolgte tiber einen Luminometer unter Verwendung des Dual-Glo Luciferase
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Systems entsprechend dem Protokoll des Herstellers (www.promega.com). Die Auswertung
der ZFN bzw. TALEN-AKktivitit erfolgte dabei aus dem Verhiltnis von Firefly-Luciferase

Aktivitat zu Renilla-Luciferase Aktivitat.

2.2.6 Reparatur Templates

Das Donor-Template, welches den CAG-Promoter enthalt, wurde aus synthetischen
Oligonukleotiden ~ und  PCR-Produkten  zusammengesetzt  (synthetisiert — von
LifeTechnologies) und anschlieBend tiber eine Sequenzierung verifiziert. Die vollstindige
Sequenz des Reparatur-Templates ist dem Anhang 5.2 zu entnehmen. Der Vektor setzt sich
dabei aus Sequenzabschnitten zusammen, die u.a. den linken und rechten Homologiearm
markieren, sowie den CAG-Promoter, welcher in die genomische DNA eingebaut werden
soll. Der CAG-Promoter besteht dabei aus einem ¢ytomegalovirus early enbancer-Element, einem
Promoter, der sich aus dem ersten Exon und ersten Intron des -Aktin Gens des Huhns
zusammensetzt, sowie aus einem Splice-Akzeptor des B-Globin Gens des Hasen ™.

Das Nhel-Donorplasmid wurde durch das Entfernen des CAG-Promoters aus dem
Reparatur-Template iber einen Nhel-Verdau hergestellt Durch den Verdau verbleibt eine
einzelne  Nhel-Restriktionsstelle, ~ welche fiir den  Restriktionsfragmentlingen-

polymorphismus (RFLP-Assay) verwendet wurde.

2.2.7 IVT mRNA-Synthese

Die #n vitro Transkription beruht auf der Verwendung monomerer DNA-abhingiger RNA-
Polymerasen, die anders als in Pro- oder Eukaryoten keine weiteren Untereinheiten fur die
Initiation des Transkriptionsprozesses benétigen. Zu diesen zahlen unter anderem die T7-,
T3- und die Sp6-Polymerase. Bei der im Folgenden verwendeten T7-Polymerase handelt es
sich um ein 883 aa groles Enzym (MW 90 kDa), das erstmals 1986 aus den mit T7-
Bakteriophagen infizierten Escherichia coli Zellen isoliert wurde. Diese erkennt eine 23 bp
lange Konsensussequenz, die aus zwei funktional unterschiedlichen Bereichen besteht. Die
Bindung der T7-Polymerase erfolgt dabei an den Positionen -17 bis -6, wihrend sich die
Initiation auf den Bereich -6 bis +06 beschrinkt. Dabei interagiert die Polymerase
asymmetrisch mit dem Promoter (mit Kontakt an den Positionen -17 bis -13, -7 bis -1, -14
bis -9 und -3 bis +2), welche sich hauptsichlich in der grolen Furche der DNA ergibt. Diese

Interaktion ist fir die Entwindung und Auftrennung der DNA wichtig, so dass tber die
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komplementire Basenpaarung am sense-Strang mRNA synthetisiert werden kann. Fur die i
vitro-Transkription ist ebenfalls die Verfiigbarkeit eine 5-Uberhangs bzw. eines blunt end am
Ende des Templates von Vorteil, weshalb Plasmide vor IVT mRNA-Synthese linearisiert
werden. So wird einerseits verhindert, dass vom komplementiren Strang ebenfalls RNA
synthetisiert wird, zum anderen wird die Linge des abzulesenden DNA-Abschnitts

definiert 1.

Fir die Synthese der IVT mRNA wurden zunichst die 3xFLAG-markierten Nukleasen T1
und Z3 aus dem Originalvektor geschnitten und in einen Poly(A)-120-Schwanz enthaltenen
pVAX1 subkloniert (siche Abschnitt 2.2.1.5). Die so erhaltenen Plasmide wurden
anschlieBend fur die 7 vitro-Transkription Giber das Enzym Xbal linearisiert, aufgereinigt und
die Konzentration photometrisch bestimmt (siche Abschnitte 2.2.1.3, 2.2.1.4 und 2.2.2). Die
Transkription der Templates erfolgte tber das MEGAscript T7 Kit entsprechend dem
Protokoll des Herstellers.

Den Ansitzen wurden dabei unterschiedlich modifizierte Nukleotide in unterschiedlichen
prozentualen Anteilen beigefiigt. Tabellen 2.5 geben das genaue Pipettierschema, sowie den

Anteil der modifizierten Nukleotide im Reaktionsansatz wieder.

Tab. 2.5: Reaktionsansatz fiir unmodifizierte und modifizierte RNA

ATP 2,0 75 7,5 100 %
CTP 2,0 75 7,5 100 %
uTP 2,0 75 7,5 100 %
GTP 1,0 75 3,75 -
ARCA 1,2 100 6 -
Reaktionspuffer 2,0 - - .
(10X)

Plasmid 1pg - - -
Enzym Mix ad 20 pl - - .
DEPC-H,O 2,0 - - .
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ATP 2,0 75 7,500 100 %
CTP 1,5 75 5,625 75 %
m5CTP 2,5 15 1,875 25 %
UTP 1,5 75 5,625 75 %
s2UTP 2,5 15 1,875 25 %
GTP 1,0 75 3,750 -
ARCA 1,2 100 6,000 -
Reaktionspuffer 2,0 - - -
(10X)

Plasmid 1ug - - -
Enzym Mix ad 20 pl - - -
DEPC-H:O 2,0 - - -
ATP 2,0 75 7,5 100 %
m5CTP 2,0 75 7,5 100 %
w-uTP 2,0 75 7,5 100 %
GTP 1,0 75 3,75 -
ARCA 1,2 100 0 -
Reaktionspuffer 2,0 - - -
(10X)

Plasmid 1pg - - -
Enzym Mix ad 20 pl - - ,
DEPC-H.O 2,0 - - -

Fir die IVT mRNA-Synthese wurden alle Reagenzien auf Eis aufgetaut und die Ansitze
entsprechend auf Eis pipettiert. Dabei wurden je 1 pg an Plasmid-DNA als Template
verwendet. Nachdem die Reaktionsansitze angesetzt waren, wurden diese jeweils vorsichtig
gemischt und fur 2-3 h bei 37 °C im Schiittler inkubiert. Nach Transkription durch die T7-
Polymerase wurde je 1 pl TurboDNase den Ansitzen beigefiigt, um die enthaltene DNA
abzubauen. Diese wurden wiederum bei 37 °C fur 15 min inkubiert.

Fir die nachfolgende Aufreinigung der IVT mRNA wurde das MEGAclear Kit

entsprechend dem Protokoll des Herstellers verwendet. Die synthetisierte mRNA wurde auf
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ein Volumen von 100 upl mit der im Kit enthaltenen Elution Solution aufgeftllt und
nachfolgend mit 350 ul Binding Solution und 250 pl 100 %igen EtOH versetzt. Damit die
RNA vom restlichen Ansatz isoliert werden konnte, wurde der komplette Ansatz auf Sdulen
Ubertragen und fiir 30 s bei 13.000 rpm zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen und die an
den Sdulen gebundene RNA zwei Mal mit je 500 pul Wash Solution gewaschen (13.000 rpm,
30 s), um etwaige Reste an Nukleotiden, Enzym und DNA zu entfernen. AnschliefSend
wurde die Sdule bei 13.000 rpm fiir 1 min trocken zentrifugiert, um mogliche Ethanolreste
zu entfernen. Zur Elution der synthetisierten mRNA wurden die Sdulen in neue, RNase-freie
Tubes Gberfuhrt und die Sdule selbst mit 40 ul Elution Solution beladen. Der Ansatz wurde
bei 70 °C fiir 10 min im Schiittler inkubiert, so dass sich die RNA von der Membran der
Sdule 16sen konnte. Nach erneutem Abzentrifugieren fir 1 min bei 13.000 rpm konnte so
die aufgereinigte RNA erhalten werden. Dieser Schritt wurde ebenfalls unter den gleichen
Bedingungen wiederholt, um restlich gebundene RNA zu eluieren. Die Konzentration der
RNA wurde nachfolgend am Nanophotometer ermittelt (sieche Abschnitt 2.2.2). Die
Lagerung der IVT mRNA erfolgte bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C im

Gefrierschrank.

2.2.8 Zellkultur und Transfektionen

Um Kontaminationen der Zellen mit Bakterien, Pilzen oder Viren zu vermeiden, wurde stets
unter Laminar-Flow Reinluftwerkbinken gearbeitet. Alle verwendeten Materialien wurden
entweder steril filtriert, autoklaviert oder steril verpackt vom Hersteller geliefert. Die
Arbeitsfliche der Werkbank sowie alle verwendeten Gegenstinde wurden vor und nach der

Benutzung mit 70 %igem EtOH desinfiziert.

2.2.8.1 Zelllinien

Alle Zelllinien wurden in 175 cm” groBen Zellkulturflaschen, in einem Brutschrank bei 37 °C,
95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO, kultiviert. Das entsprechende Kulturmedium ist den

einzelnen Abschnitten zu entnehmen.

A549 Zellen: Diese Zelllinie besteht aus humanen, alveoliren Adenokarzinom-Zellen, die

erstmals 1972 durch Giard und Kollegen isoliert wurden. Die Zelllinie stammt dabei aus
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einem 58-Jahre alten Mann kaukasischer Herkunft und reprasentiert basale Epithelzellen. Im
normalen Lungengewebe sind diese plattenférmigen Zellen fir den Transport von Wasser
und Elektrolyten iiber die alveolire Membran verantwortlich. Unter Kulturbedingungen sind
die Zellen hypotriploid, positiv auf Keratin und in der Lage Lezithin zu synthetisieren.
Zudem enthalten sie einen hohen Anteil ungesittigter Fettsauren, welche wichtig fur die
Erhaltung der Phospholipide in der Zellmembran sind. A549-Zellen wachsen in
KulturgefiBen adhirent in Form eines flachen Zellrasens, einem sog. monolayer . Als
Grundmedium wurde Dulbecco’s MEM (DMEM) mit einem Zusatz von 10 %

hitzeinaktiviertem fotalem Kélberserum (FCS) und 1 % Penicillin/Streptomycin verwendet.

MLE12-Zellen: Die murine Zelllinie besteht aus epithelialen, adhirent wachsenden

Lungenzellen. Diese wurde erstmals 1992 durch Wikenheiser et. al. aus Lungentumoren einer
finf Monate alten, weiblichen transgenen Maus isoliert. Charakteristisch ist unter anderem
die Expression der Swurfactant Proteine B und C. Die Zellen wurden in DMEM, 10 % FCS

und 1 % Penicillin/Streptomycin kultiviert.

Primire Fibroblasten aus transgenen SP-B Miusen: Fibroblasten sind im Bindegewebe

vorkommende Zellen mesenchymalen Ursprungs. Die Zellen stammen dabei aus der
Riickenhaut ~ der  transgenen  Mauslinie ~ SP-C  rtTA/(teto);  SP-B/SP-B”
(siche Abschnitt 2.2.15.1). Die Kultivierung erfolgte in speziellem Fibroblastenmedium
(DMEM/Ham’s F-12 Medium versetzt mit 10 % FCS, 1x MEM nicht-essentielle
Aminosiuren, Ix  Natriumpyruvat, 0,1 mM  2-Mercaptoethanol, 1 %

Penicillin/Streptomycin).

2.2.8.2  Subkultivierung

Die Zellen wachsen in den Zellkulturflaschen aufgrund der elektrostatisch geladenen und
mit Amino- und Carboxylgruppen beschichteten Oberfliche als Monolayer. Durch
Kontaktinhibition der Zellen kann jedoch eine weitere Proliferation gehemmt werden.
Sobald die Zellen zu ca. 80 — 90 % konfluent waren, wurden diese entweder subkultiviert
oder fiir weitere Versuche in entsprechender Zellzahl ausplattiert. Dazu wurde das Medium
abpipettiert und die Zellen mit 10 ml PBS gewaschen, um abgestorbene Zellen zu entfernen.
Um die Zellen vom Boden der Kulturflaschen zu 16sen wurde anschlieBend 2 ml 0,25 %

Trypsin-haltige EDTA-L6sung auf die Zellen pipettiert und diese 2 — 3 min im Brutschrank
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bei 37 °C inkubiert. Durch die Trypsin-EDTA-L6sung verursachte Proteolyse der
Adhisionsproteine wurden die Zellen vom Boden abgelost. Die Zugabe von 10 ml
vorgewirmten Kulturmedium stoppte die Reaktion, um eine Schidigung der Zellen zu
vermeiden. Diese wurden resuspendiert und je nach Zellzahl in ein neues Zellkulturgefal3 mit
25 ml frischem Kulturmedium gegeben. Fir die Subkultivierung wurden die Zellen

wiederum im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert.

2.2.8.3 Bestimmung der Zellzahl

Fir die Bestimmung der Zellzahl wurden 10 pl der resuspendierten Zellsuspension mit einem
gleichen Volumen an Trypan-Blau gemischt und fir 2 min inkubiert. Tote Zellen nehmen
dabei aufgrund der nicht intakten Zellmembran den Farbstoff auf. Das Gemisch wurde
anschlieBend seitlich auf eine Neubauer-Zahlkammer aufgetropft und durch Kapillarkraft in
diese gesaugt. Lichtmikroskopisch (40x VergroBerung) wurden vier GrofBquadrate,
bestehend aus je 16 Kleinquadraten, maanderférmig ausgezihlt. Das doppelte Zihlen von
Zellen, die auf den Linien der groen Quadrate lagen, wurde durch Diskriminierung zweier
Rinder vermieden. Das aus den vier Grof3quadraten gebildete arithmetische Mittel wurde
mit dem Kammerfaktor 104 multipliziert. Dieser ergab sich aus der Fliche eines
GroBquadrates (0,1 mm?® und der Kammertiefe (0,1 mm), woraus sich ein Volumen von
0,1 pl errechnen lies. Durch Einbezichen des Kammerfaktors konnte so die ermittelte
Zellzahl auf einen Milliliter bezogen werden, wobei zusitzlich der Verdunnungsfaktor
berticksichtigt werden musste.

Bei Einbeziehung der 1:1-Verdiinnung mit Trypan-Blau ergab sich die Zellzahl pro Milliliter

nach folgender Formel:

Zellzahl

= @ Zellzahl der Grofiquadrate x 10* x 2

Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen bei 1300 rpm fiir 5 min zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Zellpellet auf die gewiinschte Konzentration durch Zugabe

von Kulturmedium eingestellt.
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2.2.8.4 'Transfektion

Als Transfektion bezeichnet man den Transfer von Nukleinsiuren in eukaryotische Zellen.
Dieser kann sowohl iiber chemische (u.a. Lipofection, Kalzium-Phosphat Prizipitation,
Nanopartikel) als auch physikalische (u.a. Mikroinjektion, Elektroporation, Sonoporation)
Methoden erreicht werden. Bei der Lipofection mittels Lipofectamine 2000 handelt es sich
um die Verwendung kationischer, liposomaler Formulierungen, welche tber die positiv
geladenen Stickstoffatome in den Kopfgruppen der Lipide die negativ geladenen
Nukleinsduren komplexieren und so die elektrostatische Abstoffung der Zellmembran
Uberwinden. Die Lipide sind dabei haufig mit Co-Lipiden versetzt, welche die Fusion der
Liposomen mit der Zellmembran vermitteln. Uber Endozytose gelangen die Nukleinsiuren
schlieBlich in die Zelle *°.

Fir die Transfektionen wurden die Zellen am Vortag entsprechend Abschnitt 2.2.8.2 und
2.2.8.3 vom Boden der Kulturflaschen gelost und die Lebendzellzahl bestimmt. 50.000 bzw.
80.000 Zellen pro we//wurden in 24-wel/ Platten in je 500 ul Antibiotika-freiem Kulturmedium
ausgelegt und tber Nacht im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Sofern die Zellen am Tag der
Transfektion eine Konfluenz von 70 — 90 % aufwiesen, wurden die Zellen entsprechend
behandelt. Dazu wurden zwei Reaktionsgefile (A+B) vorbereitet. Fir jedes zu
transfizierende we// wurden 2 pl Lipofectamine 2000 mit 48 ul Opti-MEM in
Reaktionsgefdl3 A zusammen vorgelegt und gemischt. Anschliefend wurde der Ansatz 5 min
inkubiert. In Reaktionsgefd B wurde die zu transfierende mRNA mit Opti-MEM auf ein
Volumen von 50 pl gebracht. Nach der Inkubationszeit wurden die beiden Ansitze
miteinander vermischt und weitere 20 min bei RT inkubiert, so dass sich die Nukleinsiure-
Lipofectamine Komplexes bilden konnten. Die 100 pl an Komplexen wurden nachfolgend
auf die ausgesiten Zellen pipettiert. Nach 24 h Inkubation bei 37 °C im Brutschrank wurden
die Zellen mit 500 ul PBS gewaschen und mit frischem Kulturmedium versehen und so lange

kultiviert bzw. passagiert, wie es der jeweilige Versuch vorsah.

2.2.8.5 'Transduktion

Als Transduktion bezeichnet man das Einbringen fremder DNA in Zellen tber virale
Vektoren. Um das Verhiltnis der Viruspartikel zu den Zielzellen zu beschreiben, wird die

sog. MOI (engl. multiplicity of infection) herangezogen. Liegt diese bei 1, so werden genauso
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viele virale Agenzien verwendet wie Zellen in der Kulturflasche vorhanden sind. Die MOI

kann durch folgende Formel berechnet werden:

Volumeny s x Konzentrationy

MOI = -
Volumenguitur X Konzentrationzenkuitwr

Fir die Transduktion wurden wie bei der Transfektion (siche Abschnitt 2.2.8.4) ebenso die
zu behandelnden Zellen am Tag vor der Transduktion in entsprechender Zellzahl (50.000
bzw. 80.000 Zellen pro well) in 24-wel/ Platten in je 500 ul Serum- und Antibiotika-freiem
Medium ausgesit. Bei einer Konfluenz von ebenfalls 70 — 90 % wurden die Zellen am Tag
der Behandlung einmal mit je 500 ul PBS gewaschen, anschlieBend mit je 500 pl Opti-MEM
bedeckt und mit einer MOI von 1x10° v.g. (engl. viral genomes) versetzt. Nach 6 h bei 37 °C
im Brutschrank wurde den Zellen 10 % FCS zugegeben und nach weiteren 24 h das Medium
entfernt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und nachfolgend 500 ul Kulturmedium
hinzugefiigt. Die transduzierten Zellen wurden anschlieBend bis zum Versuchsende im

Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert.

2.2.9 Isolation genomischer DNA

Um Verinderungen genomischer DNA durch Nuklease-induzierte Schnitte zu verifizieren
wurde aus zz vitro behandelten Zellen (siche Abschnitte 2.2.8.4 und 2.2.8.5) bzw.
Lungengewebe von SP-B-Mdusen DNA isoliert. Dazu wurde das NucleoSpin® Tissue Kit
entsprechend dem Protokoll des Herstellers verwendet.

Fur die Lyse des Probenmaterials wird eine Proteinase K-/SDS-Losung verwendet, welche
die Zellen/das Gewebe aufschlieBt. Die Isolation der genomischen DNA beruht wie auch
das NucleoSpin® Gel and PCR clean-up Kit (siche Abschnitt 2.2.1.2) auf der reversiblen

Bindung an eine Silica-Membran. Das Protokoll kann Tab. 2.6 entnommen werden.
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Tab. 2.6: Protokoll des NucleoSpin® Tissue Kit zur Isolation genomischer DNA

Vorbereitung
Probenmaterial

Pra-Lyse

Lyse

Einstellung der
DNA-Bindungs-
Bedingungen
DNA-Bindung
an die Saule
Waschschritt (1)

Waschschritt (2)

Trocknen
Elution

Lagerung

bis zu 107 Zellen in 200 pl Puffer
T1 aufnehmen; Zugabe von 25 pl
Proteinase K und 200 pl Puffer B3;
Vortexen und 10 — 15 min bei
70 °C inkubieren

25 mg Gewebe in kleine Stiicke
schneiden

Zugabe von 180 ul Puffer T1
und 25 ul
Vortexen und bei 56 °C mind.
1 —3h (oder o/n) inkubieren
Zugabe von 200 ul Puffer B3;
Vortexen und 10 min bei 70 °C
inkubieren

Proteinase K;

Zugabe von 200 ul EtOH (100 %)

Auftrag des DNA-/Protein-Gemisch auf die Silica-Siule;
Zentrifugation fir 1 min bei 11.000 x g; Durchfluss verwerfen
Zugabe von 500 ul Puffer BW auf die Saule; Zentrifugation fur

1 min bei 11.000 x g; Durchfluss verwerfen
Zugabe von 600 ul Puffer B5 auf die Sdule; Zentrifugation fiir 1 min
bei 11.000 x g; Durchfluss verwerfen
Zentrifugation fur 1 min bei 11.000 x g
NucleoSpin® Siule in neues Reaktionsgefil3 platzieren und 100 pl
Puffer BE auf die Silica-Membran pipettieren; Inkubation der Sdule
fir 1 min bei RT; Zentrifugation fiir 1 min bei 11.000 x g
Lagerung der isolierten gDNA bei -20 °C im Gefrierschrank

2.2.10 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) erlaubt die Vervielfiltigung von spezifischen DNA-

Regionen unter Verwendung des Enzyms DNA-Polymerase. Die Methode wurde in den

1980er Jahren von Mullis und Kollegen entwickelt und zdhlt bis heute zu einer der

wichtigsten Techniken in Wissenschaft und biomedizinischer Forschung.

Die PCR setzt sich dabei aus vier Schlisselkomponenten zusammen: (1) eine thermostabile

DNA-Polymerase (Taq-Polymerase), welche aus dem Bakterium Thermus aguaticus stammt

und den sich wiederholenden Erhitzungs- und Abkuthlungszyklen wihrend der DNA-
Amplifikation standhalt; (2) Nukleotid-Triphosphate (NTPs), die wihrend der PCR

eingebaut werden; (3) Proben-DNA, die als Vorlage zur Vervielfiltigung dient und (4) Gen-
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spezifische Primer, welche kurze, sequenzspezifische Oligonukleotide darstellen und
komplementir zur untersuchten DNA sind. Die PCR besteht wiederum aus drei sich
wiederholenden, konsekutiven Schritten. Wihrend der Denaturierung wird die DNA auf ca.
90-95 °C erhitzt und so die doppelstringige DNA in Einzelstringe aufgetrennt. In der Phase
der Elongation wird der PCR-Ansatz auf 50 - 60 °C heruntergekiihlt, wodurch sich die
Basen-spezifischen Primer an komplementire DNA-Stringe anlagern kénnen (Annealing).
Die sich anschlieBende Elongation erlaubt die Synthese neuer DNA-Stringe durch
Anlagerung der DNA-Polymerase an die gebundenen Primer. Das Enzym nutzt die im
Ansatz vorhandenen NTPs fiir die Synthese dieser neuen, komplementiren DNA-Stringe.
Dieser Schritt wird bei 72 °C durchgefiihrt, bei dieser Temperatur wird eine optimale
katalytische Aktivitit der Tag-Polymerase erreicht '*°.

Die Wiederholung dieses dreistufigen Prozesses resultiert in einer theoretischen
Verdopplung der Kopienzahl mit jedem Zyklus (Kopienzahl = 2% wobei n die Anzahl der
Zyklen widerspiegelt) und fithrt im Idealfall zur exponentiellen Bildung von PCR-Produkten,
welche jedoch nach ca. 30 — 40 Zyklen aufgrund des Verbrauchs der Reagenzien im Ansatz
ein Amplifikations-Plateau erreichen. Hier sinkt die Wahrscheinlichkeit, dass alle

Reaktionspartner zusammenfinden.

Zum Nachweis der Nuklease-induzierter DSBs (siche Abschnitt 2.2.11) sowie fiir den
Nachweis von off-target-Effekten und den Einbau des Donor-Templates in die Zielsequenz
wurden PCR-Amplifikationen durchgefiihrt.

Dafiir wurde der AmpliTaq® Gold 360 Master Mix entsprechend dem Protokoll des
Herstellers verwendet. Als Negativ-Kontrolle diente der jeweilige PCR-Ansatz, jedoch ohne
die Zugabe von DNA. Eine Auflistung der Reagenzien, der PCR-Bedingungen sowie der
Schmelztemparatur Ty, der einzelnen Primer konnen den Tab. 2.7, 2.8 und Abschnitt 2.1

entnommen werden.

Tab. 2.7: PCR-Ansatz

DNA (ng) 100 ng
Primer for (0,5 uM) 2 ul
Primer rev (0,5 pM) 2ul
Master Mix 25l
GC-Enhancer 2l
H.O ad 50 ul
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Tab. 2.8: PCR-Bedingungen

Aktivierung des AmpliTaq® o _
Ix 360 lzc\;/laster Mli)x ! 95 °C 10 min
Denaturierung 95 °C 30s
40x Annealing Primer Ty 30s
Elongation 72 °C 60 s
1x Finale Elongation 72 °C 7 min
1x Finaler Halt 4°C 00

2.2.11 T7-Endonuklease I Assay

Der T7-Endonuklease I (T7EI) Assay ist eine Methode zur Verifizierung von Nuklease-
induzierten Schnitten. Der Assay basiert auf der Detektion von Mutationen, wie Insertionen
oder Deletionen innerhalb einer Heteroduplex-DNA, d.h. doppelstringiger DNA, die
Mismatch-Basenpaarungen aufweisen. Hierfiir ist das Enzym T7-Endonuklease I
verantwortlich, welches urspriinglich aus dem mit Bakteriophagen T7 infizierten
Bakterienstamm E. co/i stammt. Das Enzym ist biologisch verantwortlich fiir die Auflésung
von sog. holiday junctions, vierstringigen DNA-Strukturen, die wihrend der Replikation bzw.
homologen Rekombination des Phagen auftreten. Zudem degradiert das Enzym zellulire
Wirts-DNA nach Infektion des Phagen .

Das Prinzip des T7EI-Assay beruht auf der Amplifikation der DNA-Sequenz, in welcher der
Nuklease-induzierte Schnitt erfolgt (siche Abb. 2.3). Da nicht jede Zielsequenz geschnitten
wird, kommt es im Laufe der PCR zur Vervielfiltigung zweier DNA-Produkte: (1)
Sequenzen, in denen kein Schnitt erfolgt und (2) Sequenzen, welche - bedingt durch den
Nuklease-induzierten Reparaturmechanismus des NHE] - kleine Mutationen aufweisen.
Diese PCR-Amplikons werden nachfolgend im Zuge einer Hybridisierungsreaktion durch
Erhitzen und anschlieBender Abkithlungsphase neu arrangiert. Durch das Erhitzen trennen
sich die doppelstringigen DNA-Fragmente voneinander und neue, komplementire
Bindungen entstehen wihrend des Abkuhlungsprozesses. Dadurch gehen vier mégliche
Kombinationen an DNA-Fragmenten hervor: (1) die dsSDNA setzt sich aus ungeschnittener
ssDNA zusammen (Homodimere), (2) beide Stringe der dsDNA enthalten des geschnittene
Produkt (Homodimere) und (3+4) die dsDNA enthilt je einen ungeschnittenen bzw.

geschnittenen Strang (Heterodimere).
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Transfektion mit Nukleasen
H
1 Isolation gDNA
W
/\\'//\\/

1 PCR der Zielsequenz

1 Hybridisierung

1 2 3 4

l T7-Endonuklaese I

Abb. 2.3: Schematische Darstellung des T7-Endonuklease I Assays.

Die T7EI erkennt solche Mismatch-Basenpaarungen in Heterodimeren und schneidet folglich
an dieser Stelle. Dadurch entstehen kleinere DNA-Fragmente, die zusammen mit den nicht
geschnittenen Homodimeren elektrophoretisch aufgetrennt werden kénnen. So entsteht ein
Bandenmuster, dessen Intensitit Aufschluss tber die Nuklease-Effizienz gibt (siche

Abb. 2.3).
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Nach Transfektion bzw. Transduktion der entsprechenden Nukleasen 7z vitro und in vivo
(siche Abschnitte 2.2.8.4 und 2.2.8.5 sowie 2.2.15.2) sowie Isolation der gDNA (siche
Abschnitt 2.2.9) wurde iber eine PCR die jeweiligen DNA-Abschnitte, in welcher der
Nuklease-induzierte Schnitt erfolgte, vervielfiltigt (siche Abschnitt 2.2.10). Die
Fragmentgrof3e der erhaltenen PCR-Produkte wurde anschlieend auf einem Agarosegel
(sieche Abschnitt 2.2.3) aufgetrennt und verifiziert. Als Negativkontrolle dienten
unbehandelte ¢gDNA. Die PCR-Amplikons wurden anschlieBend tber eine EtOH-
Prizipitation aufgereinigt (siche Abschnitt 2.2.1.3), in 20 ul DEPC-H,O gel6st und die
Konzentration tiber einen Nanophotometer bestimmt (siche Abschnitt 2.2.2). 2 ug des
aufgereinigten PCR-Produkts wurden fir die nachfolgende Hybridisierung mit 2 ul NEB
Buffer 2 und HO auf ein Volumen von 19 ul gebracht. Die Hybridisierung erfolgte unter
den in Tab. 2.9 beschrieben Bedingungen. Zu den Proben wurde nachfolgend je 1 pl T7EI
(10 Units) pipettiert und der Ansatz fir 15 min bei 37 °C im Schiittler inkubiert. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 2 ul EDTA (0,25 M) gestoppt. Nach einer weiteren EtOH-
Prizipitation wurde das Prizipitat in 20 ul DEPC-H,O gelost und die DNA-Fragmente
elektrophoretisch aufgetrennt. Um die Effizienz der Nukleasen zu beurteilen, wurde die

Intensitit der Banden tber das Programm Image] quantifiziert.

Tab. 2.9: Hybridisierungs-Bedingungen

Denaturierung | 95 °C | 5 min
Hybridisierung | 95-85°C -2°C/s

. 85-25°C|  -0,1°C/s
Lagerung 4°C o0

2.2.12 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein quantitatives Messverfahren zur Analyse der Expression
von Zelloberfichenmolekiilen sowie intrazellulirer Proteine, Peptide oder DNA. Das
Verfahren ist weitldufig auch unter dem Namen FACS (engl. fluorescence activated cell sorting)
bekannt, ist jedoch ein urheberrechtlich geschiitzter Name. Grundlage der Analyse ist eine
(gefirbte) Einzelzellsuspension, welche tiber eine Kapillare in das Messgerit eingesaugt und
dabei von einem Laserstrahl erfasst wird (siehe Abb. 2.4). Das so entstehende Streu- und

Fluoreszenzlicht der Zellen kann tber Detektoren separat nachgewiesen werden. Dabei
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korreliert das gestreute Licht mit der GréBe und der Komplexitit der Zellen. Das
Vorwirtsstreulicht (FSC, engl. forward scatter) ist ein Maf3 fur die Beugung des Lichts im
flachen Winkel und korreliert mit der Zellgrée, wihrend das Seitwirtsstreulicht (SSC, engl.
side scatter) ein Mal3 fur die Brechung des Lichts im rechten Winkel darstellt. Das SSC hingt
von der Granularitit und Dichte innerhalb der Zelle ab. Neben dem Streulicht kann auch
Fluoreszenzlicht unterschiedlicher Wellenlingen detektiert werden. Fluorochrome
emittieren dabei Licht definierter Wellenlinge, sobald diese den Laser passieren. Dieses kann
tber geeignete Filter und Spiegel innerhalb des Gerits von Sensoren (sog. photomultiplying
tubes, PMTs) erfasst und detektiert werden (siehe Abb. 2.4). Die PMTs wiederum
konvertieren die Energie eines Photons in ein elektrisches Signal. Dabei misst das PMT die
Amplitude eines jeden Pulses, das von den Photonen der fluoreszierenden Zellen ausgeht.
Der Ausschlag der Amplitude korreliert direkt mit der Intensitit der Fluoreszenz. Wahrend
der Messung ist es mbglich mehrere, verschiedene Marker zu detektieren, sofern sich die
Wellenlingen des emittierenden Fluoreszenzlichts der eingesetzten Fluorophore
unterscheiden. Da die Fluorophore jedoch nicht streng eine Farbe ausstrahlen, sondern ein
ganzen Farbspektrum, gelangt das Fluoreszenzsignal eines Fluorophors nicht nur in den
daftir vorgesehenen Kanal, sondern verursacht teilweise auch in anderen Kanilen einen
Impuls. Dies beeintrichtigt die zu beurteilenden Ergebnisse und kann zu falsch positiven
Signalen fihren. Aus diesem Grund wird bei Mehrfachmessungen eine Kompensation
durgefihrt, also eine Korrektur jedes Fluoreszenzkanals fir die jeweilige spektrale

Uberlappung.

Um die Expression 3xFLLAG-markierter TALENs und ZFNs in MLE12-Zellen sowie in
Lungenzellen (Clara- und AT-II-Zellen) zu quantifizieren wurden diese mit entsprechenden
Oberflichen- und intrazelluliren Markern gefarbt. Die hierfir verwendeten Antikoérper sind
Tab. 2.10 zu entnehmen. Zuvor transfizierte MLE12-Zellen (siche Abschnitt 2.2.8.4) wurden
dafiir vom Boden der 24-we// Platte abgelost, gezihlt und zu je 1x10° Zellen in FACS-Tubes
Gberfihrt. Diese wurden anschlieBend mit PBS gewaschen und fir 5 min bei 400 x g
zentrifugiert. Das Pellet wurde entsprechend der intrazelluliren Firbung weiter behandelt.
Um die Lungenzellen aus dem Gewebe zu gewinnen, wurde nach Organentnahme (siche
Abschnitt 2.2.15.4) die Lunge in kleine Gewebestiicke mit einem Skalpell geschnitten. Fir
den Verdau des Gewebes wurden die Gewebestiicke in Kollagenase Typ I-haltigem Medium
(DMEM, 1 mg/ml Kollagenase Typ I, 1 % DNase, 10 % FCS, 1 % Penicillin/Streptomycin)
fir 1 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Die Kollagenase degradiert dabei dreifach
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helikale, native Kollagenfibrillen durch die Spaltung der Verbindung zwischen einer
neutralen Aminosdure X und Glycin (Gly) an der Sequenz Pro-X-Gly-Pro. Fir die weitere
Auftrennung wurde das verdaute Gewebe anschlieBend durch ein 70 um Zellsieb passiert
und dieses mit 50 ml PBS nachgespiilt. Die Zellsuspension wurde fir 10 min bei 300 x g
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 5 ml PBS resuspendiert.
Nachfolgend wurde die Suspension iiber ein 40 um Zellsieb weiter aufgetrennt, so dass sich
eine Einzelzellsuspension ergab. Das Sieb wurde wiederum mit 50 ml nachgespiilt. Nach

Zentrifugation bei 300 x g fiir weitere 10 min wurde der Uberstand verworfen und die Zellen

Emittierte Photonen werden von den Sensoren/PMTs detektiert

Laser

Fluoreszenz-

markierte Zellen
werden vom
Laser erfasst

FSC Detektor SSC PMT FITC PMT PE PMT

Abb. 2.4: Messung von Streulicht und Fluoreszenz bei der Durchflusszytometrie. Zellen, welche den Laserstrahl
passieren, werden entsprechend ihrer Groe tber das Vorwirtsstreulicht vom FSC Detektor detektiert. Das
Seitwirtsstreulicht wird dagegen vom SS PMT-Sensor erfasst und misst die Dicht bzw. Granularitit der Zelle. Die vom
Laser angeregten Fluorophore emittieren Licht entsprechender Wellenlinge und werden tiber Spiegel und Filter von PMT-
Sensoren erfasst. So werden die vom Laserstrahl angeregten Photonen entsprechend der emittierenden Wellenlinge der
Fluorophore von spezifischen PMT-Sensoren (bspw. FITC bei 519 nm und PE bei 575 nm) detektiert und gemessen.

in 10 ml ACK (Amonium-Chlorid-Kalium)-Lysepuffer fir 5 min bei RT aufgenommen.
Dadurch wurden die roten Blutzellen lysiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt bei
300 x g fir 5 min wurde das Pellet nochmals in 10 ml PBS gewaschen und nochmals
zentrifugiert (300 x g, 5 min) Nach Bestimmung der Zellzahl und Einstellen dieser auf je
1x10° Zellen (siehe Abschnitt 2.2.8.3) standen die isolierten Zellen fiir die anschlieBende
FACS-Firbung bereit.

Fir die Firbung von Oberflichenmolekilen wurden die Zellen in FACS-Puffer
aufgenommen, mit dem entsprechenden Antikérpern versetzt und fir 15 — 30 min im
Dunklen bei RT inkubiert. Die Zellen wurden mit FACS-Puffer gewaschen, bei 300 x g fir
5 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Der Riicklauf an Puffer im Réhrchen

wurde fir die anschlieBende Messung verwendet.
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Tab. 2.10: Verwendete FACS-Antikérper, deren Bindungsspezifitit sowie die emittierenden Wellenldngen der

korrespondierenden Fluorochrome

PE anti-mouse CDA45 (lencocyte common antigen, 532 nm extrazellular
CD45, LCA)— Glykoprotein, exprimiert
Clone 30-F11 auf hamatopoetischen Zellen,
aufler Erythrozyten und
Thrombozyten
PE anti-mouse CD31 (platelet endothelial cell 532 nm extrazellular
CD31, adhesion molecule, PECAM-1) —
Clone MEC13.3 Glykoprotein exprimiert auf
endothelialen Zellen
APC anti-mouse | Ly-6A/E (Sca-1) — 633 nm extrazellulir
Ly6A/E (Sca-1) Glykosylphosphatidylinositol
(GPI)-gebundenes Protein
exprimiert auf himatopoetischen
Stammzellen
anti-Clara Cell Clara Cell Secretory Protein 633 nm extrazellular
Secretory Protein | (CCSP) — Uteroglobin exprimiert
mit APC anti- auf Clara-Zellen
mouse IgGl,
Clone RMG1-1
Monoclonal anti- | FLLAG-Fusionsproteine — 492 nm intrazellular
FLAG® M2- exprimiert in 3xFLAG TALENs
FITC, und ZFNs
Clone M2

Bei (zusitzlicher) intrazellulirer Firbung wurden die Zellen vorher mit dem BD
Cytofix/Cytoperm™ Fixation/Permeabilization Kit permeabilisiert und fixiert. Dazu wurde
das Zellpellet in 250 ul Fixation/Permeabilization Solution aufgenommen und 20 min bei
4 °C im Dunklen inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in je 1 ml 1x BD Perm/Wash
Buffer wurde das Pellet in 50 pl 10x BD Perm/Wash Buffer resuspendiert und das
entsprechende Volumen an Fluorochrom-markierten Antikérpern zugegeben. Die Ansitze
wurden anschlieBend fir 30 — 60 min bei 4 °C im Dunklen inkubiert, wiederum in je 250 ul
1x BD Perm/Wash Buffer gewaschen und fiir die Messung in Staining Buffer resuspendiert.
Die Analysen wurden am LSR-II Durchflusszytometer durchgefithrt. Fir jeder Probe
wurden mindestens 10.000 Zellen gemessen und die Ergebnisse als durchschnittliche
Fluoreszenz-Intensitit (MFL, engl. mean fluorescence intensity) dargestellt.

Die fur diese Arbeit verwendeten Antikorper und deren Bindungsreaktivitit sowie die
emittierenden Wellenlingen der entsprechenden Fluorochrome koénnen Tab. 2.10

entnommen werden.
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2.2.13 Nanopartikel

Die Herstellung von Polylactid-co-Glycolid (PLGA, engl.  poly  lactic-co-glycolic
acid) -Nanopartikeln (NPs) erfolgte am Helmholtz-Institut fiir Pharmazeutische Forschung,

Saarbriicken, unter der Leitung von Prof. Claus-Michael Lehr. Die NPs wurden bereits fertig

tir die Beladung von IVT mRNA TALENs und ZFNs geliefert.

Die mit Chitosan beladenen PLGA-NPs konnen uber verschiedene Methoden, wie dem
Aussalzen, der Nanoprizipitation oder der cross-flow-Filtration hergestellt werden. Die in
dieser Arbeit verwendeten NPs wurden tber ein spezielles Verfahren der
Emulsionspolymerisation  (emulsion-diffusion-evaporation-Technik) ~synthetisiert '"°. Dabei
wurden 100 mg PLGA [Poly-d,I-lactide-co-glycolide, 75:25 (Resomer RG 752H)| in
Ethylacetat gel6st und tropfenweise zu einer mit 15 mg Chitosan [83 % deacetyliert (Protasan
UP CL 113)] enthaltenden 2,5 %igen PVA (Polyvinylalkohol, Mowiol 4-88)-Lésung
(Stabilisierer) hinzugeftgt. Die Emulsion wurde fiir 1 %2 h bei RT geriihrt und anschlieffend
bei 17.000 rpm fir 10 min in einem Polytron PT 2500E homogenisiert. Die so erhaltenen
positiv geladenen NPs wurden steril filtriert und iiber einen Malvern ZetasizerNano ZSP
charakterisiert (hydrodynamischer Durchmesser: 157,3 = 0,87; PDI (polydispersity index): 0,11;
Zetapotential: +30,8 + 0,115 mV).

Pro Maus wurden 100 ul der fertigen und mit mRNA beladenen Nanopartikel appliziert
(siehe Abschnitt 2.2.15.2) Dabei wurden je 20 ug mRNA (10 ug linker Z3, 10 pg rechter Z3)
den NPs beigefiigt und mit PBS auf das entsprechende Endvolumen gebracht.

2.2.14 AAV-Vektor Produktion

AAV-Vektoren vom Serotyp 6 fiir das ZFN-Paar Z3 sowie der Donorsequenz wurden tber
die Firma Virovek, Inc. produziert und gekauft. Die Synthese der AAV-Vektoren erfolgt
dabei tber einen dreistufigen Prozess: (1) Subklonierung des Zielgens (GOI, engl. gene of
interest) in Shuttle-V ektoren, (2) Generierung von Baculoviren, welche das GOI enthalten und
(3) AAV-Vektor Produktion.

Die Verwendung der aus dem Virus AcMNPV  (Autographa Californica  multiple
nucleopolybedrovirus) stammenden rekombinanten Baculoviren bzw. das Sf9/Baculovirus
System ist in der Gentechnologie eine weit verbreitete Methode fiir die Gro3produktion von
AAV-Vektoren. Das System beruht auf der Infektion von Insektenzellen (Sf9-Zellen) mit

drei rekombinanten Baculoviren, welche die 7gp- und wp- Gene auf je zwel separaten
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Baculoviren bereitstellen und zusatzlich den rtAAV-Vektor auf einem weiteren Baculovirus.
Dadurch koénnen AAV-Mengen in der GroBe von 1,1 x 10" Vektorgenomen (v.g.)/L

hergestellt werden .

2.2.15 Tierexperimente

Simtliche Tierexperimente wurden entsprechend den Richtlinien der Tierschutzkommission
der Medizinischen Fakultit der Eberhard Karls Universitit Ttubingen (Projekt-Nr. K4/11)
durchgefiihrt.

2.2.15.1 Versuchstiere und Haltung

Die Versuchstiere wurden unter konstanten, pathogenfreien Standardlaborbedingungen bei
22 * 2 °C und einer Luftfeuchtigkeit von ca. 57 % gehalten. Die Besatzungsdichte pro Kifig
(Makrolonkafig Typ IV) lag dabei bei 1 — 6 Mausen. Die Versuchstiere wurden zudem unter
einem kunstlichen Tag-/Nachtrthythmus (12 h-Zyklus) gehalten und erhielten eine Futterung

ad libitnm mit Doxycyclin-haltigen/-freien Pellets und autoklaviertem Wasser.

Fur die Versuche der Genkorrektur wurden 6 — 8 Wochen alte BALB/c- bzw. transgene

SP-B Miuse [SP-C rTA/(teto); SP-B/SP-B”] verwendet.

A e Tet0, f={cmv, Ao murine SP-B cDNA }—

_r x Keine Transkription
B Te¥, CMV,., }+4{ murine SP-B cDNA J—=

_r> Transkription

C ; cMV,,,, J={ murine SP-B cDNA —

Abb. 2.5: Muriner SP-B Lokus und das Doxycyclin-abhéingige System. (A) Der murine SP-B Locus besteht aus einem
Teto7-Promoter, einem CMV minimal Promoter sowie der distal gelegenen SP-B ¢cDNA. (B) In Abwesenheit von
Doxycyclin (Doxy) kann der TetO7-Promoter nicht gebunden werden. Das reverse Tetracyclin-abhingige Transaktivator-
Protein (rtT'A) wird erst durch die Bindung an Doxycyclin aktiv. Die Transkription der SP-B cDNA bleibt folglich aus. (C)
Nach Bindung von Doxycyclin an den Aktivator bindet der Komplex an den Promoter und es kommt zu Transkription
und damit Expression von SP-B.
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Bei den SP-B-Miusen handelt es sich um eine transgene Linie, welche 2003 von Melton und
Kollegen das erste Mal beschrieben wurde . In die Mauslinie wurde eine transgene SP-B
cDNA Kassette, welche unter der Kontrolle eines Tetracyclin-abhingigen (TetO);-
Promoters steht, eingebracht (siehe Abb. 2.5). Das SP-B Protein wird dabei nur konditionell,
unter der Kontrolle des reversen Tetracyclin-Transaktivator Proteins (rtTA) in Typ 11 Zellen
in SP-B”" Miusen exprimiert. Der Aktivator ist wiederum abhingig von der Anwesenheit
und Bindung von exogen zugefithrtem Doxycyclin. Bindet dieses an den Aktivator, wird
dieser aktiv und kann nachfolgend an den (teto);-Promoter binden. Dadurch wird die
Transkription der downstream gelegenen SP-B cDNA initiiert und es kommt zur Expression
von funktionalem Swurfactant Protein B. In Abwesenheit von Doxycyclin bleibt der Aktivator
inaktiv, d.h. dieser bindet nicht an den Promoter und fihtt demnach auch nicht zur
Expression von SP-B. Entzug von Doxycyclin-haltigem Futter fithrt aufgrund der Abnahme
an funktionalem SP-B nach ca. 3 — 7 Tagen zum Tod der Miuse durch Lungenversagen.
Ahnlich dem Krankheitsbild humaner Patienten kommt es zur Schidigung des
Lungenparenchyms, sowie Perfusions- und Gerinnungsstérungen der Alveolarwinde .
Dieses konditionelle, von einem Aktivator bzw. Doxycyclin-abhingige SP-B Modell bietet
daher die ideale Grundlage fiir Nuklease-induzierte, gentherapeutische Ansitze, da

Genkorrekturen phinotypisch leicht erkennbar sind.

2.2.15.2 Intratracheale Applikation

Die Applikation der in NPs enthaltenen Z3 mRNA bzw. AAVs (siche Abschnitte 2.2.6 und
2.2.7) erfolgte intratracheal (i.t.) iber die Luftréhre in Form eines Aerosols. Daftir wurden
die Versuchstiere zuvor durch intraperitoneale (i.p.) Injektion von 100 ul 3K-Narkose
(Fentanyl 0,05 mg/kg KGW (Korpergewicht); Midazolam 5 pg/kg KGW; Medetomidin
0,5 mg/kg KGW) anisthesiert. Die Mause wurden fiir ca. 10 min in den Kifig zurtickgesetzt,
um die komplette Anasthesie zu gewahrleisten. Zusitzlich wurde zur Bestitigung der
Analgesie und Tiefennarkose der Zwischenzehenreflex getestet. Fur die i.t.-Applikation
wurde das Versuchstier auf eine Mause-Intubationsplattform eingespannt und die Zunge
mittels eines Wattestibchens beiseitegeschoben. Um Zugang zum Pharynx und der Trachea
zu erhalten wurde ein Laryngoskop in die Mundhoéhle eingefiihrt. Die mRNA wurde
anschlieBend mit Hilfe eines Mikrospray®-Aerosolizer, Modell IA-1C, und einer FMJ-250
Hochdruckinjektionsspritze durch Einfuhren der Kanilenspitze in die Luftréhre in die

Lunge appliziert. Pro Versuchstier wurden je 100 pl a 20 pg mRNA, mRNA komplexiert in
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NPs oder AAVG6 verabreicht. Kontrolltiere erhielten 100 pl PBS. Wihrend der i.t.-
Applikation wurde darauf geachtet, dass der Vorgang nicht linger als 2 min dauerte, wobei
der Mikrospray®-Aerolizer nicht linger als 10 s in der Trachea verblieb. Nach der jeweiligen
Behandlung wurde die Narkose entsprechend ausgeleitet. Dazu wurden 100 ul Antidot
(Naloxon 24 pg/kg KGW; Flumazenil 10 pg/kg KGW; Atipamezol 50 pg/kg KGW)
subkutan (s.c.) injiziert. Die Versuchstiere wurden wieder in ihre Kifige zuriickgesetzt und

verblieben dort bis zum Versuchsende.

2.2.15.3 Behandlung

Die Versuchstiere wurden in 6 Gruppen (A-F) eingeteilt. Die entsprechende Behandlung
kann Tab. 2.11 entnommen werden. Die it.-Applikation der viralen Vektoren (AAVG6
Donor, Z3 AAV, Mock AAVG6) wurde dabei 10 Tage vor eigentlichem Versuchsbeginn
(Absetzen von Doxycyclin) durchgefithrt. Drei Tage vor Versuchsbeginn wurde IVT mRNA
L.t. appliziert.

Kriterien fur das vorzeitige Ende der Versuche waren eine deutlich verminderte Futter- bzw.
Wasseraufnahme, Apathie, motorische Ausfallerscheinungen, abnorme Kérperhaltung oder
Gewichtsverlust von mehr als 20 % gegentiber dem Eigengewicht.

Alle Versuchstiere wurden zuvor und wihrend der Versuche regelmiflig gewogen sowie

deren Zustand kontrolliert.

Tab. 2.11: Behandlungen der jeweiligen Versuchstier-Gruppen
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2.2.15.4 Toétung und Organentnahme

Nach Versuchsende wund fur weitere molekularbiologische sowie histologische
Auswertungen wurden die Tiere getotet. Zudem wurde eine bronchoalveolire Lavage (BAL)
durchgefithrt bzw. die Lungen entnommen. Den Tieren wurden dazu 200 pl Pentobarbital
(10 mg/ml) i.p. injiziert. AnschlieBend wurden die Versuchstiere mit 70 %igem EtOH
desinfiziert und mit Nadeln auf dem Riicken fixiert. Fiir die Lungenentnahme wurde der
Thorax eroffnet. Dazu wurde in diesem Bereich mit einer Schere das Fell entfernt und die
Spitze des Sternums mit einer Pinzette leicht angehoben. Vom Sternum ausgehend wurden
zwel laterale Schnitte gesetzt und das Zwerchfell vorsichtig durchschnitten. Die Rippen
wurden anschlieBend in Richtung kranial auf beiden Seiten der Maus geschnitten und tber
einen beidseitig medialen Schnitt die ventrale Seite des Brustkorbs entfernt. Um die Lunge
zu spilen wurde eine Venenverweilkaniile in die rechte Herzkammer eingefihrt und der
Lungenkreislauf mit 50 ml PBS gespilt, wodurch Erythrozyten entfernt wurden. Die

Lungenlappen wurden nachfolgend mit einer Schere herausprapariert.

2.2.15.5 Bronchoalveolire Lavage

Die bronchoalveolire ILavage (BAL) ist eine Methode zur Entnahme der alveoliren
Flussigkeit (BALF, engl. bronchoalveolar lavage fluid). Uber dieses Verfahren konnen
Bestandteile der inneren Oberfliche des distalen Respirationstrakts gewonnen und
hinsichtlich ihrer zelluliren und biochemischen Zusammensetzung untersucht werden. Das
Spilen der luminalen Oberfliche der Lunge kann dabei sowohl histologisch als auch
molekularbiologisch als Nachweis unterschiedlicher Entziindungsparameter dienen.

Die auf der alveoliren Oberfliche hiufig vorkommenden Zellpopulationen sind neben
Makrophagen, Neutrophilen und EFosinophilen, auch Erythrozyten und Lymphozyten.
Neben diesen kénnen auch Proteine, Zytokine oder Chemokine nachgewiesen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde bei einigen Versuchstieren eine Tracheotomie und
Lungenlavage durchgefithrt, um die dadurch erhaltene BALF auf verschiedene
Entziindungsparameter (IFN-o, IL-12, immunbhistologische Auswertung, siche Abschnitte
2.2.17 und 2.2.19) bzw. auf die Expression von SP-B (siche Abschnitt 2.2.12 und 2.2.18) in
der alveoliren Flissigkeit zu untersuchen.

Um die BALF zu erhalten wurden die Versuchstiere entsprechend Abschnitt 2.2.15.4 getotet

und an den GliedmaBlen fixiert. Der Kopf wurde leicht iiberstreckt und an der Schnauze

66 | MATERIAL & METHODEN



zusatzlich fixiert. Nach Desinfektion mit 70 %igem EtOH wurde der tracheale Bereich
freipripariert und die Luftréhre durch einen feinen Schnitt er6ffnet. In diese wurde eine
Insyte™ Sicherheitsvenenverweilkatheter eingefithrt. Durch Aufsetzen eines mit 1 ml PBS
befiillten Kantilenaufsatzes wurde die Lunge anschlieSend gespiilt. Das PBS sowie die BALF
wurden nachfolgend wieder in die Spritze aufgesaugt und der Vorgang nochmals mit
frischem PBS wiederholt. Die so erhaltene alveolire Flissigkeit (Volumen ca. 2 ml) wurde
jeweils in ein Reaktionsgefdl3 tiberfihrt und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C im

Gefrierschrank gelagert.

2.2.15.6 Compliance der Atemwege

Die Messung der Compliance wurde von Herrn Benedikt Mothes am Institut fiir

Pharmakologie des Universititsklinikums Ttbingen durchgefiihrt.

Die Compliance (dt. Nachgiebigkeit) der Atemwege ist ein Mal3 der Lunge sich zu dehnen und
auszuweiten. Dabei gibt die Lungen-Compliance an, wie viel Gas oder Flissigkeit man in das
Lungenlumen fillen kann, bis der Druck um eine Druckeinheit ansteigt. Aufgrund der
nichtlinearen Beziehung von Fillungs- und Druckzustand der Lunge, zeigt sich das
Verhiltnis typischerweise in einem gewissen Bereich konstant und féllt mit Annaherung an
die Elastizititsgrenze steil gegen den Wert Null. Zusitzlich findet sich im Bereich kleiner
Fillungsvolumina ebenfalls eine Anderung der Compliance, hervorgerufen durch das der
Entfaltung entgegengesetzte Wirken von Adhisionskriften und Oberflichenspannung
(siche Abb. 12). Die Compliance (C) kann dabei aus dem Verhiltnis von Volumeninderung

(AV) zur transmuralen Druckdifferenz (AP) errechnet werden.

A
~ AP [cm H,0]

Dabei besitzen besonders dehnbare Strukturen eine hohe Compliance, steife eine relativ

niedrige Compliance (sieche Abb. 2.6).
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Abb. 2.6: Darstellung der Compliance in einem Druck-Volumen-Diagramm. Wihrend sich die Druck (P)- und
Volumenverhiltnisse (V) im mittleren Bereich nahezu proportional verhalten, bedingt eine Zunahme des Volumen bei
kleinen Fillungsvolumina einen héheren Anstieg des Drucks. Bei hohen Volumina steigt der Druck nur noch minimal bis
zum Erreichen der Elastizititsgrenze (EG).

Die Messung der Compliance bei Versuchstieren nach entsprechender Behandlung wurde iiber
ein ex vivo Modell, der sog. isolierten Lungenperfusion (IPL, engl. Zsolated perfused lung),
durchgefithrt. Dazu wurden die Miuse nach Beendigung des jeweiligen Versuchs
entsprechend Abschnitt 2.2.15.4 get6tet und in eine Thoraxkammer platziert, von wo sie
Uber eine tracheal angelegte Kantile beatmet wurden. Die Ventilationsrate wurde dabei auf
90 Atemziige pro Minute festgelegt, bei einer negativen Druckventilation zwischen 2,8 cm
H>O und 8,5 cm H,O. Um ecine Atelektase (Beliftungsdefizit der Lunge) zu vermeiden,
wurde eine Hyperinflation (ca. 25 cmH,O) alle 5 min ausgelost. Die Perfusion der Lungen
wurde anschlieBend mit 4 % Hydroxylethylstirke enthaltenem Perfusionspuffer tber die
Pulmonalarterie dutchgefiihrt (Durchfluss 1 ml/min). Die Lungenfunktionsparameter
wurden automatisch festgehalten und die Compliance Gber die HSE-HA Pulmodyn W
Software ausgerechnet. Dabei wurden die durchschnittlich errechneten Compliance-Werte der
letzten zehn Ventilationen (40 s) eines jeden 5 min-Messintervalls (je zwischen zwei

Hyperinflationen) einbezogen.

2.2.15.7 Messung des Atemwiderstand

Die Messung des Atemwegwiderstands wurde ebenfalls von Herrn Benedikt Mothes am

Institut fur Pharmakologie der Universititsklinik Ttbingen durchgefihrt.

Die Messung des Atemwiderstands erfolgte durch Provokation der Lunge mit Methacholin

(MCh). Bei dem Arzneistoff handelt es sich um einen nicht-selektiven Muscarinrezeptor-
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Agonist, welcher das parasympathische Nervensystem stimuliert (Parasympathomimetikum).
Allgemein wird es als Diagnostikum bronchialer Hyperreaktivitit in Lungen-
Provokationstest verwendet. Der Methacholin-Test spielt beispielsweise bei der Diagnose
von chronisch entziindlichen Lungenerkrankungen eine Rolle. Dabei fithrt die Inhalation
von Methacholin zu einer Bronchokonstriktion, die dosisabhingig tiber die Messung des
Atemwiderstands eine Aussage tiber den Grad der Ventilationsstorung gibt. Eine Verengung
der Bronchien fithrt dabei zu einer Erh6hung des Atemwiderstands. Der Atemwiderstand
selbst kann als der Widerstand angesehen werden, der beim Atmen tberwunden werden
muss. Dieser setzt sich aus dem elastischen Atemwiderstand der Lunge und dem viskosen
Widerstand der Atemwege und des Lungengewebes zusammen. Der natirliche
Atemwiderstand (R) ergibt sich dabei aus dem Verhiltnis von Druckdifferenz (AP) und dem

pro Zeit (At) ein- und ausstromenden Volumen (AV).

R AP [cm H,0]
(At [s]/av 1)

Fir die Messung wurden die Versuchstiere wie in Abschnitt 2.2.15.4 getotet und tber die
IPL der Atemwiderstand gemessen. Dabei wurde zunichst als Referenz iiber einen Zeitraum
von 20 min die Nulllinie festgelegt. Die Lungen wurden anschliefend fiir je 10 min mit
zunehmenden Konzentrationen an Methacholin (0,1 uM, 1 pM, 10 pM und 100 uM)
perfundiert. Nach jeder Konzentrationsmessung wurde die Lunge wiederum fiir 10 min mit
Perfusionspuffer ausgewaschen. Die Lungenfunktionsparameter wurden dabei automatisch
festgehalten und der Atemwiderstand iber die HSE-HA Pulmodyn W Software
ausgerechnet. Dabei wurden die durchschnittlich errechneten Werte der letzten

zehn Messungen (40 s) eines jeden 10 min-Messintervalls einbezogen.

2.2.16 Cytospin

Cytospin ist eine zytologische Methode, um spezifisch Zellen zu konzentrieren. Mittels
Zytozentrifugation konnen Monolayer auf einem Objekttriger (OT) erstellt werden. Durch
die Wahl der geeigneten Beschleunigung behalten die Zellen zudem ihre charakteristische
Form. Nachfolgend kénnen diese tiber zytologische oder immunhistochemische Verfahren

evaluiert werden.
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Fir diese Arbeit wurden Zellen aus der BALF konzentriert, gefiarbt und mikroskopisch
entsprechend ihrer Morphologie ausgewertet. Die in der BALF enthaltenen Makrophagen,
Lymphozyten, eosinophile und neutrophile Granulozyten wurden dabei ausgewertet.

Makrophagen sind dabei ca. 23 um grofe, rundkernige Zellen mit unregelmal3iger
Oberflichenstruktur und mehr oder weniger granuliertem oder vaskuolisierten Zytoplasma.
Diese konnen amoboid bewegliche Zellauslaufer aufweisen sowie einverleibte Fremdpartikel
in Phasgosomen. Lymphozyten sind 10 — 16 um grof3e Zellen mit rundem Zellkern und
kondensiertem Chromatin und weisen ein granuliertes Zellplasma auf. Fosinophile
Granulozyten dagegen sind runde bis ovoide Zellen mit einem Durchmesser von 12 — 15 um.
Lichtmikroskopisch erkennt man ihren zweigelappten Kern sowie die groflen bikonvexen
azidophilen Granula. Neutrophile Granulozyten dagegen sind polymorphkernig, d.h. der
Zellkern besteht aus drei bis funf Segmenten. Die Zellen weisen eine kugelférmige Form auf

mit einem Durchmesser von 10 — 15 um.

Im Zuge der Evaluierung einer Zunahme von Entziindungszellen als Reaktion auf die
Z3 IVT mRNA-, respektive der AAV-Vektor-Applikation (siche Abschnitt 2.2.15.2), wurden
Cytospins aus der BALF von Miusen hergestellt, welche 20 Tage zuvor von Doxycyclin
abgesetzt wurden. 100 pl der BALF (siche Abschnitt 2.2.15.5) wurden dafiir mit 200 pl PBS
in einem Reaktionsgefdl auf Eis gemischt. Die Vorrichtung fiir den Cytospin wurde
anschlieBend zusammengebaut. Dazu wurde der Cellclip® aufgeklappt, ein beschichteter OT
eingelegt und eine Filtercard mit der Offnung nach unten aufgelegt. Der Cellfunnel® wurde
aufgelegt und beide Metallbtigel des Cellclip® eingehackt. Der zusammengebaute Cellclip®
wurde nachfolgend in den Rotor einer Cellspin® II-Zentrifuge eingesetzt und die
Zellsuspension in den Cellfunnel® Trichter pipettiert. Die Zentrifugation der Proben
erfolgte fir BALFs bei 800 rpm (Beschleunigung: Stufe 4, Abbremsen: Stufe 6) fir 10 min
bei 6 °C. Anschlieend wurde der Einsatz wieder auseinandergebaut, wobei darauf geachtet
wurde, dass die Filtercard die Zellschicht nicht berthrte. Mit einer anschlieBenden
panoptischen Firbung nach Pappenheim, welche auch unter dem Namen May-Grinwald-
Giemsa Firbung bekannt ist, konnten die Zellbestandteile der BALF mikroskopisch
untersucht und differenziert werden. Dabei werden durch die in den Lésungen enthaltenen
Firbestoffe (May-Griinwald: Eosin, Methylenblau; Giemsa: Azur-A-Eosinat, Methylenblau-
Eosinat und Methylenblauchlorid) entsprechende Zellstrukturen angefirbt, wodurch die
jeweiligen Zelltypen unterschieden werden konnen. Zellkerne sowie Granula erscheinen im

Allgemeinen durch Anreicherung in die DNA bzw. in saure Granula rot, das Cytoplasma
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blaulich. Nach Cytospin wurden die OTs 3 min in unverdinnter May-Griinwald-Loésung
getaucht und anschlieBend fir weitere 3 min in eine 1:1-Verdinnung aus dH>O und May-
Grinwald-Losung. Die OTs wurden mit Leitungswasser abgesptlt und fir 20 min in einer
Giemsalosung (1:20-Verdinnung mit dH,O) inkubiert. AbschlieBend wurden die OTs
wiederum unter Leitungswasser leicht abgesptlt und trocknen gelassen. Zum Eindecken der
Zellen wurde auf die OT's ein Tropfen Entellan® Neu aufpipettiert, ein Deckglas aufgelegt
und dieses vorsichtig festgedriickt. Die OTs wurden fir mindestens 20 min getrocknet und
konnten anschlieBend ausgewertet werden. Die Auswertung erfolgte lichtmikroskopisch am
Zeiss Axio Imager.M2. Aufnahmen wurden tber eine AxioCam MRc Kamera gemacht. Fur
die Auswertung wurden die OTs midanderférmig ausgezihlt und mindestens 100 Zellen pro
OT ausgezihlt. Die ermittelten Zellzahlen je Zelltyp wurden anschlieBend auf 1 ml BALF

bezogen.

2.2.17 Histopathologie

Die Immunhistochemie ist eine Methode, mit der mittels eines Antikorper (AK)-gekoppelten
Detektionssystems spezifische Gewebestrukturen sichtbar gemacht werden kénnen. Durch
die Affinitit der AKs, bestimmte Oberflichenstrukturen (Epitope) zu binden, kénnen so
Proteine und andere Strukturen nachgewiesen werden. Als Detektionssysteme dienen dabei
Enzym-basierte Systeme, welche auf der Umsetzung von AK-markierten Substraten beruhen
und so angefirbt werden. Dazu zihlt beispielsweise die Konversion von chromogenen
Substraten (DAB, TMB, ABTS) durch die Meerrettichperoxidase (HRP, engl. horse radish
peroxidase, siche Abb. 2.7A). Daneben kénnen spezifische Gewebestrukturen auch tber
Fluorochrome nachgewiesen werden, welche durch Anregung von Licht bestimmter
Wellenldnge sichtbar gemacht werden (siche Abb. 2.7B). Eine schematische Darstellung der
beiden Detektionssysteme zeigt Abb. 2.7.

Fir die Firbung von Gewebeschnitten wurden Miuselungen nach Versuchsende
entsprechend Abschnitt 2.2.15.4 herauspripariert und iber Nacht bei 4 °C in Histofix
(4,5 %) fixiert. Das im Histofix enthaltene Formaldehyd fthrt dabei zur Vernetzung von
Proteinstrukturen, ohne dass diese denaturiert werden. So wird der urspriingliche
Aktivititszustand der Proteine erhalten. Nach FEinbettung der Lungen wurden die
Paraffinblécke an einem Mikrotom geschnitten. 10 Schnitte pro Probe, mit einer

Schichtdicke von 4 — 5 um, wurden dabei angefertigt. Die so erhaltenen Schnitte wurden mit
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einem Pinsel vorsichtig in ein auf 45 °C vorgewirmtes Wasserbad tiberfiihrt und dadurch
gestreckt. AnschlieBend wurden diese glatt auf einen OT positioniert und bei 60 °C auf einer

Heizplatte getrocknet. Die Lagerung der fertigen OT's erfolgte bei RT.

A

un
@K
<

Brauner
Farbumschlag

Abb. 2.7: Schematische Darstellung Antikérper-vermittelter Detektionssysteme. (A) Bei der immunzytochemischen
Firbung mittels DAB werden HRP-markierte Sekunddrantikérper verwendet. Diese konnen tiber eine Aminosiuresequenz
miteinander verbunden werden, so dass das entstehende Signal (briunlicher Farbumschlag) durch die oxidative
Umwandlung des chromogenen Substrats verstirkt wird. (B) Zur Visualisierung von Gewebestrukturen kénnen auch mit
Fluorochromen (wie z.B. FITC) markierte Antikrper verwendet werden, die durch Anregung von Licht einer bestimmten
Wellenlinge sichtbar werden.

2.2.17.1 Immunzytochemische Firbung

Um die Expression von 3xFLAG-markierten Z3 in Lungenschnitten behandelter Mause
nachzuweisen, wurden diese immunzytochemisch angefirbt. Dazu wurden die
Gewebeschnitte tiber eine absteigende Alkoholreihe, beginnend mit dem organischen
Losungsmittel Xylol, deparaffiniert (fiir je 3 min: 3x Xylol, 2x 100 % EtOH, 1x 95 % EtOH,
1x 70 % EtOH und 1x Agua dest.). Die Schnitte wurden anschlieBend in Citratpuffer (pH 6,0)
in der Mikrowelle fir 15 min aufgekocht und so demaskiert. Hierbei wurden die Formalin-
bedingten Eiweilvernetzungen, die einige Antigene maskieren koénnen und somit einer
immunhistologischen Untersuchung unzuginglich machen konnen, teilweise aufgebrochen.

Zum Abkiithlen wurde die Schnitte fiir 15 min auf Eis gelegt und anschlieend 2x fiir 10 min
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in 1x TBS gewaschen. Um endogene Peroxidasen zu blockieren wurde auf jeden Schnitt fir
10 min 3 %iges Wasserstoffperoxid (H.O») pipettiert. Nach weiterem 5-miniitigem Waschen
in 1x TBS wurden die OTs mit einem staubfreien Tuch vom TBS befreit und die Schnitte
mit einem Fettstift umrandet. Zur Blockierung unspezifischer Bindungen wurden die
Priparate fur 30 min bei RT mit 4 % Ziegenserum (in Tris-BSA, 0,1 % Triton X 100)
inkubiert. Nachfolgend wurde der Primar-AK |anti-Surfactant Protein B (mature)] in einer
Verdinnung von 1:100 in Tris-BSA (0,1 % Triton X 100) auf die Schnitte pipettiert
(50 ul/Gewebeschnitt). Der Primir-AK wurde bei 4 °C Gber Nacht in einer Feuchtekammer
inkubiert. Fir die Negativkontrolle erfolgte die Zugabe ohne primiren AK. AnschlieBend
wurden die Schnitte 3x fur 5 min in 1x TBS gewaschen und der sekundire AK auf die
Schnitte pipettiert. Bei diesem AK handelte es sich um eine Aminosdurekette, an die mehrere
Molekiile Sekundir-AK mit mehreren Molekiillen HRP kovalent gebunden sind (ZytoChem
Plus HRP One-Step Polymer anti-Mouse/Rabbit/Rat). Der Sekundir-AK wurde dabei 1:100
in Tris-BSA (0,1 % Triton X 100) verdiinnt und pro Gewebeschnitt 50 ul aufgetragen. Nach
Inkubation fiir 30 min in der Feuchtekammer erfolgte das dreimalige Waschen fiir je 2 min
in 1x TBS. Zur Visualisierung wurde anschlieBend DAB-Substrat (3,3 Diaminobenzidin)
pipettiert. Dabei katalysiert die HRP durch Oxidation die Konversion des chromogenen
Substrats in einen briunlichen Farbstoff, d.h. positive Zellen erschienen braun. Je 50 ul der
Substratlésung (DAB Substrate Kit SK-4100) wurden auf die Schnitte pipettiert und diese
fir 2 — 10 min entsprechend der Farbumsetzung inkubiert. Sobald die gewiinschte
Farbintensitit erreicht war, wurde die Reaktion durch Waschen mit Agwa dest. gestoppt. Fiir
die Gegenfirbung und Sichtbarmachung von Gewebestrukturen wurden die OTs fiir 30 s in
Meyer’s Himalaunl6sung eingetaucht und anschliefend unter flieBendem H»O gebldut. Fir
die anschlieBende mikroskopische Untersuchung wurden die Priparate in Pertex eingebettet
und bei RT gelagertDie Auswertung und Lichtbildaufnahmen erfolgten an einem
Lichtmikroskop (Zeiss Axio ImagerM.2 mit AxioCam MRc Kamera) bei 20-facher
Vergrolerung.

2.2.17.2 Immunfluoreszenz

Fir die Firbungen von Z3 tuber die 3xFLAG-markierten Nukleasen wurden die
Gewebeschnitte wie in Abschnitt 2.2.17.1 iiber eine absteigende Alkoholreihe deparaffiniert
und anschliefend 2x fur 10 min in 1x TBS gewaschen. Die Demaskierung erfolgte ebenfalls

in Citratpuffer fir 15 min in der Mikrowelle. Nach weiteren 15 min auf Eis wurden die
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Schnitte wiederum 2x fiir 10 min in TBS gewaschen. Die Blockierung erfolgte wie auch bei
der Immunzytochemie in 200 pl 4 %igem Ziegenserum (in Tris-BSA, 0,1 % Triton X 100)
fir 30 min in der Feuchtekammer. AnschlieBend wurde die Flissigkeit abgekippt und die
Schnitte mit 200 pl des Primir-AK (anti-DDDDK antibody, ab21536, 1:200; in Tris-BSA,
0,1 % Triton X 100) iiber Nacht bei 4 °C im Dunklen inkubiert. Die folgenden Inkubations-
und Waschschritte erfolgten ausnahmslos im Dunkeln, um eine Ausbleichung der
Fluorochrome zu vermeiden. Nach 2x Waschen fir je 10 min in 1x TBS wurden die
Gewebeschnitte mit 200 ul Tris-BSA (0,1 % Triton X 100) und Zugabe des jeweiligen
sekundiren AK (Cy™3 AffiniPure goat anti-rabbit IgG, 111-165-144, 1:100; monoclonal
anti-FLAG® M2 FITC, F4049; 1:100) sowie DAPI (A1001, 1:1000; fir die Firbung des
Zellkerns) fiir 1 h bei RT im Dunklen einer Feuchtekammer inkubiert. Nach wiederum 3x
Waschen der Schnitte in 1x TBS fiir je 10 min wurden die Schnitte mit dem Dako
Fluorescence Mounting Medium eingebettet. Die OT's wurden anschlieBend bei 4 °C im
Dunkeln gelagert. Die Auswertung und Fluoreszenzaufnahmen erfolgten an einem
Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axio ImagerM.2 mit AxioCam MRc Kamera) bei 20-facher
Vergroflerung

2.2.18 Western Blot

Mit Hilfe des Western Blot (WB)-Systems ist es moglich, spezifische Proteine aus einem
komplexen Pool von Proteinen, welche zuvor aus Zellen isoliert worden sind, zu
identifizieren. Der WB kann dabei in drei elementare Schritte unterteilt werden: (1) die
Trennung der Proteine aufgrund ihrer GroBe, (2) der Transfer der Proteine auf eine
Trigermembran und (3) die Visualisierung der gewtinschten Proteine durch Markierung mit
primiren und sekundiren AKs.

Fir die Auftrennung der Proteine werden die Proben meist vorbehandelt. Dazu wird dem
Proteinlysat in der Regel SDS zugefiigt und der Ansatz erhitzt, wodurch die Proteine
aufgrund des Aufbrechens von Wasserstoffbriickenbindungen sowie der Sekundir- und
Tertidrstruktur, denaturiert und damit linearisiert werden. Die eigentliche Auftrennung der
Proteine erfolgt iblicherweise iber eine diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Das anionische Tensid SDS iberdeckt dabei die
Eigenladungen der Proteine, so dass diese eine konstant negative Ladungsverteilung
aufweisen. Dies und die Denaturierung erlauben somit eine Auftrennung nach der

Kettenlinge, proportional zur Molekiilmasse. Dabei werden die lingeren Proteine im Gel
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starker zurtickgehalten als kiirzere Proteine. Das Gel mit den aufgetragenen Proteinen wird
anschlieBend in ein Elektrolytpuffer eingelegt und Spannung erzeugt. Aufgrund der
negativen Ladung der Proteine konnen diese folglich aufgetrennt werden. Bei der
diskontinuierlichen SDS-PAGE werden die Proteine dabei erst iber ein Sammelgel
konzentriert und anschlieSend tber das Trenngel entsprechend ihrer Gré3e aufgetrennt. Die
so separierten Proteine werden auf eine Membran transferiert. Dabei wird senkrecht zum
Polyacrylamidgel Spannung angelegt. Die Proteine wandern so aus dem Gel in Richtung
Membran zur Anode hin. Dabeti ist die Membran so beschaffen, dass die Proteine aufgrund
hydrophober bzw. ionischer und polarer Wechselwirkungen [bspw. PVDF
(Polyvinylidenfluorid) bzw. NC (Nitrocellulose)] an dieser haften bleiben. Die Proteine
werden so fir die anschlieBende Immundetektion zuginglich gemacht. Durch zusitzliches
Auswaschen des SDS erhalten die Proteine ebenfalls ihre Sekundir- und Tertidrstruktur
wieder zurtick.

Die Detektion spezifischer Proteine erfolgt tiber die Markierung mit AKs. Das Prinzip ist
dem der vorher beschriebenen AK-Fiarbung von Gewebeschnitten gleichzusetzen (siche
Abb. 2.7). Dabei kénnen Proteine iiber die HRP-vermittelte Oxidation von Dioxetanen, wie
Luminol, detektiert werden. Die oxidierte Form von Luminol setzt dabei optische Strahlung
in Form von Lumineszenz frei und ist proportional zur Menge an Protein. Mit Hilfe eines
lichtsensitiven Films, welcher die Chemilumineszenz detektiert, konnen so AK-markierte
Proteine sichtbar gemacht werden ',

Der WB wurde zum Nachweis der Expression von SP-B in der BALF von behandelten und
Kontrolltieren durchgefiihrt. Dafiir wurde bei den tiber die Lavage (siche Abschnitt 2.2.15.5)
erhaltenen BALFs zunichst die Proteinkonzentration am Nanophotometer ermittelt und je
10 pg Gesamtprotein fir den WB verwendet. Die Proben wurden fiir die folgende SDS-
PAGE mit je 8 Wl NuPAGE LDS Sample Buffer, 2 ul NuPAGE Sample Reducing Agent
(10x) und dH>O auf ein Volumen von 20 ul eingestellt. Diese wurden anschlieBend bei 90 °C
fir 10 min denaturiert und bei RT abgekiihlt. Die denaturierten Proben wurden auf bereits
tir die SDS-PAGE fertige NuPAGE 10 % Bis-Tris Gele geladen. Zusitzlich wurden 10 pl
Proteinstandard (Novex Sharp Pre-Stained Protein Standard) als GroBenreferenz
aufgetragen. Die Gelkammer (XCell S#reL.ock® Mini Cell) wurde vollstindig mit Laufpuffer
(NuPAGE MES SDS Running Buffer) befillt und diese an eine Spannungsquelle
(PowerEase® 500 Power Supply) angeschlossen. Die Proben wurden bei einer Spannung
von 200 V und 120 mA fir 35 min aufgetrennt. AnschlieBend wurde das Gel aus der

Kammer herausgenommen und das Sammelgel mit Hilfe eines Spatels entfernt. Das Gel

MATERIAL & METHODEN | 75



wurde fur den nachfolgenden Transfer auf eine PVDF-Membran (0,2 um Porengrofle)
positioniert. Die Reihenfolge der unterschiedlichen Membranen war dabei wie folgt (von
unten nach oben): iBlot Anode Stack (Bottom), PVDF-Membran, Gel, iBlot Filterpapier,
iBlot Cathode Stack (Top), Schwamm, Kupferelektrode. Der Aufbau wurde in das iBlot
Transfer System platziert und die Proteine bei 25 V transferiert. Nach 6 min wurde die
Membran herausgenommen und in Blocklésung I (PBS, 5 % Milchpulver, 0,05 % Tween-
20) fur 2 h bei RT auf einem Rotator inkubiert. Das Blocken verhindert dabei eine nicht-
spezifische Bindung der AKs an die Membran. Die Membran wurde 3x fur 5 min in PBST
(PBS, 0,05 % Tween-20, 5 % Milchpulver) gewaschen und anschlieSend mit priméirem anti-
AK (rabbit anti-SP-B, 1:1000; freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Herrn Prof.
Griese aus Miunchen) in Blocklésung 11 (PBS, 5 % Milchpulver) bei 4 °C iber Nacht
inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Membran wiederum 3x fir 5 min in PBST (PBS,
0,05 % Tween-20) gewaschen und diese anschlieBend mit dem HRP-gekoppelten
sekundiren AK [goat anti-rabbit IgG (clone pAb)-HRPO, 111-035-003] in einer
Verdinnung von 1:10.000 in Blocklésung II fiir 2 h inkubiert. Die Membran wurde
nochmals 5x fir 5 min und 1x fir 10 min in PBST (PBS, 0,05 % Tween-20) gewaschen. Fur
die Detektion wurde je 1 ml ECL Detection Reagent I mit 1 ml ECL Detection Reagent 11
gemischt und auf die Membran pipettiert. Diese wurde fiir 1 min bei RT inkubiert. Das
Detektionsreagenz wurde von der Membran durch Abkippen der Flussigkeit entfernt und
zwischen zwei Plastikfolien in eine Filmkassette gelegt. Durch Auflegen eines lichtsensitiven
Films (Hyperfilm ECL) auf die Membran konnte tiber die anschlieBende Entwicklung in
einem dafir vorgesehen Gerit die zu erwartenden Proteinbanden sichtbar gemacht werden.
Die Detektion erfolgte dabei unter Lichtausschluss in einer Dunkelkammer. Eine

semiquantitative Analyse der Blots wurde tber die Software Quantity One durchgefihrt.

2.2.19 ELISA

Als ELISA (engl. engyme-linked immunosorbent assay) bezeichnet man ein AK-basiertes
Nachweisverfahren, welches auf einer AK-gekoppelten enzymatischen Farbreaktion basiert.
Dadurch kénnen Proteine, Viren, aber auch niedermolekulare Stoffe, wie Hormone oder
Toxine nachgewiesen werden. Dazu werden meist sog. Sandwich-ELISAs verwendet. Diese
Art des Immunadsorptionsverfahrens beruht auf der Bindung eines zuvor AK- (sog. capture
antibody) markierten Antigens an eine solide Phase, welches tber einen zweiten AK (sog.

detection antibody) gebunden wird. Da beide AKs dasselbe Antigen binden, ist es essentiell, dass
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diese jeweils unterschiedliche Epitope binden. Der Detektions-AK ist wiederum an
Reporterenzyme, wie die HRP oder alkalische Phosphatase (AP), gebunden. Durch Zugabe
des fir die Enzyme jeweiligen chromogenen Substrats kann so ein Farbumschlag erzielt
werden, dessen Konzentration mit der Intensitit der Farbe ansteigt und damit auch die
Konzentration des zu bestimmenden Antigens widerspiegelt. Diese kann anhand einer zuvor
angelegten Verdunnungsreihe mit bekannten Antigenkonzentrationen, welche parallel mit
den AK-gebundenen Antigenen gemessen wird, quantifiziert und evaluiert werden. Die
Messung erfolgt dabei photospektrometrisch durch Messung der jeweils emittierten

Wellenlinge.

2.2.19.1 Interferon (IFN)-a

Zum Nachweis von IFN-a als Reaktion auf unterschiedlich modifizierte IVT mRNA sowie
NPs (siche Abschnitte 2.2.7 und 2.2.13) wurden Versuchstieren je 1 pg Z3 mRNA
(unmodifiziert mit/ohne NPs; s2U(25)m5C(525) mit/ohne NPs; W(10)m5C(1) mit/ohne
NPs) entweder i.p oder i.t appliziert. Nach 6 h bzw. 24 h wurde den Mausen durch Punktion
des retrobulbiren Venenplexus Blut zur Serumgewinnung entnommen. Das heparinisierte
Blut wurde bei 7000 rpm fir 3 min abzentrifugiert, wodurch sich der zellulire Anteil des
Bluts vom Plasma absetzte. Das so gewonnene Serum wurde in ein neues Reaktionsgefal3
Uberfiihrt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Vom Serum wurden je 50 ul
fir den ELISA verwendet. Dabei wurden Duplikate fiir die statistische Auswertung
angesetzt. Der IFN-a ELISA wurde tber den Mouse IFNa Platinum ELISA (BMS6027)
entsprechend Protokoll des Herstellers durchgefithrt. Dazu wurden die bendtigten wells 2x
fir 10 - 15 s mit je 400 pl Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend wurden je 50 ul 1x Assay-
Puffer und 50 pl an Standard [die Standardreihe watr dabei wie folgt: 0 pg/ml (Blank);
31,3 pg/ml; 62,5 pg/ml; 125 pg/ml; 250 pg/ml; 500 pg/ml; 1000 pg/ml; 2000 pg/ml] den
wells zugegeben. Den Blanks wurden dabei je 50 ul Kalibrierverdiinnung zugegeben. In die
wells, welche die zu messenden Proben darstellten, wurden je 50 pl BAL pipettiert.
Nachfolgend wurde in alle wells Biotin-Konjugat pipettiert und die Platte mit einem
Adhisionsfilm bedeckt. Diese wurde anschlieBend fiir 2 h bei RT auf einem Mikroplatten-
Schiittler bei 400 rpm inkubiert. Die we/ls wurden 4x mit 400 ul Waschpuffer gewaschen und
je 100 pl Streptavidin-HRP-Losung hinzugegeben. Nach anschlieBender Inkubation der we/ls
fir 1 h bei RT auf einem Schiuttler (400 rpm), wurden die we/ls wiederum 4x mit 400 pl
Waschpuffer gewaschen. 100 pl TMB-Substratlésung wurden hinzu pipettiert und fiir 30 min
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bei RT im Dunkeln inkubiert. Sobald der hochste Standard optisch tiefblau war (entspricht
einer OD von 0,9 — 0,95 bei 620 nm) wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 pl
Stopplosung gestoppt. Die Absorption wurde anschliefend in einem Spektrophotometer
(Multiscan EX) bei einer Wellenlinge von 450 nm gemessen. Fiir die anschlieBende
quantitative Auswertung wurde das Programm GraphPad Prism® verwendet und aus den
gemittelten Standardwerten zunichst deren lineare Regression berechnet. Aus dieser

konnten die IFNa-Konzentrationen der BALF errechnet werden.

2.2.19.2 Interleukin (IL)-12

Zur Messung des 11.-12-Spiegels in der BALF von behandelten Versuchstieren (Gruppen A-
F, siche Abschnitt 2.2.15.3) wurde ein Mouse 1L.-12 p70 ELISA Ready-SET-Go!® ELISA
verwendet. Pro Probe und Standard wurden Duplikate erstellt. Dazu wurden Coat Corning
Costar 9018-Platten mit 100 ul je wel/ an capture-AK beschichtet und diese bei 4 °C iber
Nacht inkubiert. Die wells wurden anschlieBend 3x mit 250 ul Waschpuffer gewaschen und
nachfolgend mit 200 pl/we// 1x Assay-Losung fiir 1 h bei RT geblockt. Fiir die Standardreihe
wurden die Standards in einer 1:1-Verdiinnungsreihe mit 1x Assay-Losung vorbereitet
[Verdiinnungstreihe wie folgt: 2000 pg/ml; 1000 pg/ml; 500 pg/ml; 250 pg/ml; 125 pg/ml;
62,5 pg/ml; 31,3 pg/ml; 0 pg/ml (Blank)]. Je 100 ul Standard oder BALF wurden
anschlieBend in die we/ls pipettiert. Nach Inkubation der Proben bei 4 °C tiber Nacht wurden
die wells 5x mit 250 ul Waschpuffer gewaschen und 100 ml Detektions-AK pro wel/
zugegeben. Dieser wurde fiir 1 h bei RT inkubiert. Die wells wurden wiederum 5x mit je
250 pl Waschpuffer gewaschen und 100 pl Avidin-HRP pipettiert und fir 30 min bei RT
inkubiert. Nach 7x Waschen mit je 250 ul Waschpuffer wurde die Substratlésung zugegeben.
Nach 15 min Inkubation bei RT wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 ul Stopplésung
beendet. Die Absorption wurde anschliefend in einem Spektrophotometer (Multiscan EX)
bei einer Wellenlinge von 450 nm gemessen. Fir die anschlieBende quantitative Auswertung
wurde das Programm GraphPad Prism® verwendet und aus den gemittelten Standardwerten
zunichst deren lineare Regression berechnet. Aus dieser konnten die IL-12-Konzentrationen

der BALF errechnet werden.
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2.2.20 Sequenzierung der Zielsequenz

Die Sequenzierung der SP-B-Zielsequenz auf Einbau des Donor-Templates sowie alle
klonierten Plasmide (siche Abschnitte 2.2.1 und 2.2.6) wurden iiber die Firma GATC Biotech
AG durchgefiihrt.

Das Prinzip der Sequenzierung beruht dabei auf der Kettenabbruchreaktion nach Sanger.
Diese Methode beruht auf dem Prinzip, dass durch eine DNA-Polymerase eine der beiden
DNA-Stringe durch Zugabe eines Primers amplifiziert wird. Dafiir wird, wie bei der
konventionellen PCR auch (siche Abschnitt 2.2.10), die DNA-Doppelhelix denaturiert bzw.
in Einzelstringe getrennt. Fir den Kettenabbruch werden der Reaktion anstatt der tblichen
dNTPs Anteile an Didesoxynukleotidtriphosphaten (ddNTPs) zugegeben. Diese besitzen
keine 3’OH-Gruppen und fithren im Zuge der Neusynthese des komplementiren Strangs zu
einem Abbruch der DNA-Elongation. Die OH-Gruppe am 3‘“-Atom ist essentiell fir die
Verkniipfung der Phosphatgruppe des nachsten Nukleotids. Fehlt diese, so kann die DNA-
Polymerase keine weiteren Nukleotide anfiigen, es kommt zu einem Kettenabbruch. In der
Folge entstehen DNA-Fragmente unterschiedlicher Linge. Da die ddN'TPs heutzutage mit
unterschiedlichen Fluoreszenz-Farbstoffen markiert sind, kann die Reaktion in einem
einzelnen Reaktionsgefil3 stattfinden. Die DNA-Fragmente werden anschlieBend tber
Kapillarelektrophoresen aufgetrennt und die ddN'TPs am Ende eines jeden Strangs mit Hilfe
eines Lasers zur Fluoreszenz angeregt. Aufgrund der unterschiedlichen Farbstoffe kénnen
diese tber einen Detektor erkannt werden. Das daraus entstehende Elektropherogramm gibt

direkt die Sequenz der Basen des sequenzierten Strangs wider (siche Abb 2.8).

Fir die Sequenzierung wurde genomische DNA aus zuvor mit Z3- und Donot-Template
behandelten, primiren Fibroblasten bzw. AT-II-Zellen isoliert (siche Abschnitte 2.2.8 und
2.2.9). Die Zielsequenz wurde tber eine PCR entsprechend Abschnitt 2.2.10 durchgefiihrt.
Die fiir die PCR verwendeten Primer waren P1 (5“TGTACGGTGGGAGGCCTAT-39),
P2 (5-CCTGGCAGGTGATGTGG-39) und P3 (5-AGGCACTGGGCAGGTAAGTA-
39. Die erhaltenen Amplikons wurden direkt in pCR-TOPO Vektoren tber das TOPO®
TA Cloning Kit entsprechend Protokoll des Herstellers kloniert. Dabei wurden 4 pl PCR-
Produkt mir 1 pl Salzlésung und 1 pl TOPO® Vektor zusammen pipettiert und fir 5 min
auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Transformation der Vektoren in kompetente
DHb5a-Zellen (sieche Abschnitt 2.2.1.6). Nach Anwachsen der Kolonien wurden je 100 davon

gepickt und die Plasmide isoliert (siche Abschnitt 2.2.1.2). Diese wurden in einem Volumen
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von 10 ul [100ng Plasmid-DNA, je 5 uM Primer MI13 for (5—
GTAAAACGACGGCCAG-39 und M13 rev (5—CAGGAAACAGCTATGAC-39] zu
GATC fur die folgende Sequenzierung geschickt. Die Auswertung der
Sequenzierungsergebnisse wurde tber das Programm Geneious® R8 durchgefithrt. Dafiir
wurden die klonierten Sequenzen mit der urspriinglichen SP-B Zielsequenz verglichen und

auf den Einbau des Donor-Templates hin iberpriift.

N

...AGTACddC

...AGTAddC

...AGTddA

...AG

Detektor

Abb. 2.8: Prinzip der Kettenabruch-Synthese nach Sanger. Durch den Einbau von Didesoxynukleotidtriphosphaten
(ddNTPs) in den neu synthetisierten Strang kommt es zum Abbruch der Elongation durch die DNA-Polymerase. Die so
entstandenen DNA-Fragmente unterschiedlicher GréBe kénnen kapillarelektrophoretisch aufgetrennt werden. Aufgrund
der in den ddN'TPs unterschiedlich enthaltenen Fluoreszenz-Farbstoffe, konnen die Kettenabbriiche Uber ein Laser-
Detektor-System ermittelt und so die genaue Basenabfolge angegeben werden.

2.2.21 RNA-Isolation aus Gewebe

Die Isolation von RNA ermdglicht die Untersuchung bzw. Analyse der momentanen
Zelltitigkeit zum Zeitpunkt der Isolation. Aufgrund der Tatsache, dass RNA Ribose enthilt
und somit im Gegensatz zur DNA die Hydroxylgruppe an der 2°-Position des Pentoserings
vorhanden ist, ist RNA gegeniiber hydrolytischen Spaltungen sehr viel anfilliger und
demnach instabiler. Bei der RNA-Isolation muss folglich die hydrolytische Spaltung der
Phosphodiesterbindungen durch RNasen vorzeitig unterbunden werden, um einen Abbau
der RNA zu vermeiden. Alle Arbeiten im Zuge der RNA-Isolation wurden demnach unter

moglichst sterilen, RNase-freien Bedingungen durchgefihrt. Eine Moglichkeit RNasen zu
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inaktivieren ist dabei die Verwendung des Chaotrops Guanidiniumthiocyanat. Dieses wird
bei der Zelllyse eingesetzt und inaktiviert gleichzeitig irreversibel RNasen und andere
Enzyme. Fuir die RNA-Isolation werden neben der Flussigkeits-basierten RNA-Auftrennung
nach Chomczynski zumeist Silika-basierte Sdulen verwendet. Diese funktionieren nach
demselben Prinzip wie die Aufreinigung von DNA und beruhen auf der hohen Affinitit von
negativ geladener RNA zu den positiv geladenen Silika-Partikeln (siehe Abschnitt 2.2.1.3).

Fir die RNA-Isolation aus dem Lungengewebe wurde ein kleiner Teil der Lungen (ca. 20 mg)
nach Explantation (siche Abschnitt 2.2.15.4) mit Hilfe eines Skalpells in kleine Stiicke
geschnitten und Uber eine 1 ml-Spritze mit einem Spritzenaufsatz des Typs G20 in
350 pl RLT-Puffer homogenisiert. Die Isolation der RNA wurde tiber das Qiagen RNeasy
Mini Kit entsprechend Protokoll des Herstellers durchgefithrt. Nach Homogenisierung
wurde das Lysat bei maximaler Umdrehung der Zentrifuge abzentrifugiert, der Uberstand in
neues Tube Gberfihrt und dieses mit 350 ul 70 %igem EtOH vermischt. AnschlieBend wurde
das geklirte Lysat auf eine Rneasy Spin-Siule aufgetragen und 15 s bei 8.000 x g zentrifugiert.
Der Durchfluss wurde verworfen und auf die Sdule 700 pl RW1-Puffer pipettiert. Nach
Zentrifugation fur weitere 15 s bei 8.000 x g wurde der Durchfluss wiederum verworfen und
die Siule 2x mit je 500 ml RPE-Puffer gewaschen (Zentrifugation bei 8.000 x g fiir 15 s bzw.
2 min). Die Sdule wurde nachfolgend in ein neues Twbe iberfithrt und 30 ul RNase-freies
H,O auf die Membran gegeben. Die Elution der RNA erfolgte bei 8.000 x g fiir 1 min. Um
die Konzentration zu ermitteln wurde das Eluat entsprechen Abschnitt 2.2.2 am
Nanophotometer gemessen und stand bereit fiir die Umschreibung in ¢cDNA. Bis zur

weiteren Verwendung wurde die RNA bei -20 °C gelagert.

2.2.22 Reverse Transkriptase- (RT-) PCR

Als Reverse Transkriptase (RT-) PCR bezeichnet man die Umschreibung von zuvor isolierter
RNA in komplementire DNA (cDNA, complentary DNA). Die Methode wird verwendet, um
nachfolgend die mRNA-Expression aktiver Gene innerhalb der Zelle quantifizieren zu
konnen (siche Abschnitt 2.2.23). Die RT-PCR wird dabei unter Verwendung retroviraler
RNA-abhingiger DNA-Polymerasen vermittelt. Diese Enzyme sind gemeinhin
Replikationsenzyme der Retroviren, die einzelstringigce RNA in DNA konvertieren.
Wihrend des Prozesses der Reversen Transkription lagern sich komplementire
Oligonukleotid-Primer an den RNA-Strang an und fithren iiber die Elongation mit Hilfe von

dNTPs zur Bildung einzelstringiger cDNA. Zusitzlich zur Polymerase-Aktivitit besitzen
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retrovirale DNA-Polymerasen eine schwache DNA-abhingige DNA-Polymerase-Aktivitit,
der die 3*-5°-Exonuklease-Aktivitit fehlt. Daneben weisen die Polymerasen auch eine RNase
H-Aktivitit auf, welche RNA-Templates von RNA/DNA-Hybriden im Zuge der cDNA-
Synthese degradieren. Fiir molekularbiologische Applikationen werden meist M-MLV (engl.
Moloney murine leukemia virus) oder AMV (engl. avian mpyeloblastosis virus) als reverse
Transkriptasen verwendet ',

Im Zuge der RT-PCR wurden 50 ng zuvor isolierter RNA (siche Abschnitt 2.2.21)
verwendet. Fiir die Umschreibung wurde das iScript™ ¢cDNA Synthesis Kit verwendet. Ein
entsprechender Ansatz sowie die RT-PCR-Bedingungen sind Tab. 2.12 und Tab. 2.13 zu
entnehmen. Nach cDNA-Synthese wurden die Proben bis zur weiteren Verwendung bei -

20 °C gelagert.

Tab. 2.12: Ansatz fir die RT-PCR

5x iScript Reaction Mix 4l
iScript Reverse Transkriptase 1wl
RNA 50 ng
Nuklease-freies H,O ad 20 pl

Tab. 2.13: RT-PCR-Bedingungen

Annealing 25°C 5 min
Elongation 42 °C 30 min
Termin:?le 85 °C 5 min
Elongation

Lagerung 4°C 0

2.2.23 Quantitative Real-Time PCR

Die quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) ist eine Methode zur Vervielfiltigung von
Nukleinsduren, die auf dem Prinzip der PCR beruht. Zusitzlich zur Amplifikation des
gewtinschten Produkts ermoglicht das Verfahren zudem die Quantifizierung der gewonnen
DNA. Somit kann die Expression des Zielgens bestimmt werden. Die Quantifizierung wird
dabei mit Hilfe von Fluoreszenzmessungen durchgefihrt, die wihrend eines PCR-Zyklus

erfasst werden. Die einfachste Méglichkeit der Quantifizierung ist dabei die Nutzung von
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Fluoreszenzfarbstoffen, wie SYBR® Green I, welches doppelstringige DNA bindet und im
griunen Wellenlingenbereich (Amwx 521 nm) Licht emittiert. Da wihrend der Amplifikation
des DNA-Fragments die doppelstringice DNA zunimmt, erhoht sich auch das
Fluoreszenzsignal im Ansatz. Die Auswertung erfolgt anschlieSend durch die Bestimmung
des sog. C-Wertes (engl. threshold cycle). Der C-Wert gibt an, ab welchem Punkt die
Fluoreszenz im PCR-Ansatz erstmals einen festgelegten Schwellenwert tibersteigt. Mit Hilfe
dieses Wertes kann die Expression des zu untersuchenden Gens bestimmt werden. Dafiir
stehen zwei Quantifizierungsstrategien zur Verfugung: (1) die absolute Quantifizierung, die
mit Hilfe einer Kalibrierkurve durchgefithrt wird, basierend auf einer Verdiinnungsreihe von
RT-PCR Produkten. Da diese allerdings schwer moglich ist, wird meist (2) die relative
Quantifizierung bevorzugt. Hierbei wird die Genexpression des Zielgens auf ein nicht-
reguliertes housekeeping Gen bezogen. Daflir werden Gene wie Tubulin, Glyceraldehyde-3-
Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) oder Beta-Aktin verwendet. Diese werden oft
bevorzugt, da deren Funktion relativ zum Grundhaushalt der Zelle als konstitutiv angesehen
werden kann. Der Vorteil eines housekeeping Gens liegt demnach darin, dass nicht die
absoluten Kopienzahlen bzw. Konzentrationen bestimmt werden, sondern die Expression
des zu untersuchenden Gens auf ein zweites, ubiquitir und homogen vorkommendes Gen

bezogen wird.

Um die Expression von 3xFLAG-markkierten Z3 ZFNs nachzuweisen, wurden BALB/c
Miusen 20 ng Z3 mRNA (unmodifiziert mit/ohne NPs; s2U(025)m5C(25) mit/ohne NPs;
W(10)m5C(10) mit/ohne NPs it. appliziert (siche Abschnitt 2.2.15.2). Zur Kontrolle wurde
100 pl PBS appliziert. Nach 24 h wurden die Lungen entnommen (siche Abschnitt 2.2.15.4)
und RNA isoliert (siche Abschnitt 2.2.21). Fir die qRT-PCR wurden 50 ng RNA in cDNA
entsprechend Abschnitt 2.2.22 umgeschrieben. Die Detektion der Z3 cDNA erfolgte in
einem Viia7. Das Pipettierschema der qPCR ist Tab. 2.14 zu entnehmen. Fir jede Probe
wurden dabei Triplikate nachgewiesen. Die Ansitze wurden fiir 10 min bei 95 °C inkubiert
und anschlieBend fiir 40 Zyklen (15 s bei 95 °C und 2 min bei 50 °C) amplifiziert.
Nachfolgend wurde eine Analyse der Schmelzkurven durchgeftihrt. Die fir die pPCR
verwendeten Primer kénnen Tab. 2.15 entnommen werden. Die Auswertung der qRT-PCR
bzw. der Expressionsunterschiede erfolgte tiber die REST® 2009 Software (siche
Abschnitt 2.2.25.1).
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Tab. 2.14: Pipettierschema qPCR-Ansatz

DNA 50 ng
SYBR Green 1,2 ul
Primer for (5 pM) 0,9 ul
Primer rev (5 pM) 0,9 ul
H.O ad 20 pl

Tab. 2.15: verwendete Primer fiir die qPCR

Z3-1 for TGTACGGCTACAGGGGAA
Z3-2 rev | GCCGATAGGCAGATTGTA
Beta-Aktin for | TAGGCACCAGGGTGATG
Beta-Aktin rev | GCCATGTTCAATGGGGTACT

2.2.24 Kotrelative Mikroskopie

Die korrelativen, mikroskopischen Aufnahmen wurden unter der Leitung von Herrn
Prof. Dr. Claus-Michael Lehr am Helmholtz-Institut fiir Pharmazeutische Forschung,

Saarbriicken, durchgefiihrt.

Als korrelative Mikroskopie (KM) bezeichnet man die Verwendung von unterschiedlichen
Mikroskopie-Techniken, die sich sowohl hinsichtlich des Geritetyps als auch auf Bildebene
unterscheiden. Dadurch konnen verschiedene Technologien, wie die Licht-/Fluoreszenz
und Elektronenmikroskopie, zur komplementiren Charakterisierung an derselben
Probenstelle zusammengefiihrt werden '

Die Fluoreszenzmikroskopie (FM) beruht auf dem physikalischen Effekt der Fluoreszenz.
Dabei werden die im untersuchten Priparat spezifisch angefirbten Strukturen durch
Markierung mit Fluorochromen zur Emission bestimmter Wellenlingen angeregt. Durch
Auswahl des passenden optischen Filters wird nur der Teil des Lichts durchgelassen, der fiir
die Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs in einem bestimmten Wellenlingenbereich
notwendig ist. Uber einen Strahlteiler wird das Anregungslicht zum Objektiv gespiegelt und
so die Fluoreszenz im Priparat erzeugt. Das emittierende, langwellige Fluoreszenzlicht wird
anschlieBend wieder zum Strahlteiler reflektiert. Dieser ldsst jedoch, aufgrund der
Filtereigenschaft, das fluoreszierende Licht zum Okular bzw. Detektor durch, wihrend das
reflektierte Anregungslicht zum grof3ten Teil wieder zur Lampe gelenkt wird. Der Teil des

Anregungslichts, welcher jedoch den Strahlteiler passiert (aufgrund der héheren Intensitit
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des Anregungs- zum Fluoreszenzlicht), wird wiederum durch den Sperr- bzw.
Emissionsfilter eliminiert. Durch geeignete Wahl des Anregungsfilters ist es so moglich,
unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe innerhalb eines Priparates zu verifizieren '

Das Prinzip der Rasterelektronenmikroskopie (REM) beruht dagegen auf der Erzeugung
eines Elektronenstrahls, dessen Elektronen durch Wechselwirkung mit dem Objekt zur
Erzeugung eines Bildes genutzt werden. Dabei wird die Oberfliche eines Priparats
rasterformig gescannt und so eine Tiefenscharfe dieser erreicht. Der Vorgang muss dabei im
Hochvakuum stattfinden, um Wechselwirkungen von Elektronen der Luft zu eliminieren.
Uber eine Magnetspule wird dabei ein Elektronenstrahl erzeugt, der auf einen Punkt des
Objekts fokussiert ist. Durch die Wechselwirkungen der Elektronen mit den Atomen der
Oberfliche, kommt es zur Erzeugung von sog. Sekundarelektronen (SE). Diese besitzen eine
relativ geringe Energie (= 50 eV, Elektronenvolt) und werden aus der atomaren K-Schale
(innerste Schale des Atoms) des untersuchten Priparats ausgestof3en. Da diese nur aus den
Oberflichen-nahen Regionen stammen, bilden diese somit nur die Topographie des
Objektes ab. Die entstandenen SE werden anschlieBend tiber ein modifiziertes Szintillations-
Photomultiplier-System, den Everhart-Thornley-Detektor, gemessen. Die Auflésung wird
dabei nur durch den Strahldurchmesser bestimmt. Da dieser relativ klein ist, erlauben REM-
Aufnahmen eine sehr hohe Auflésung von wenigen Nanometern '**.

Durch die Kombination der FM mit der REM ist es méglich, die Vorteile beider Systeme in
einem Bild darzustellen. Dadurch kénnen die funktionellen Informationen aus der FM mit
den strukturellen Informationen der REM kombiniert werden und erlauben so eine direkte

Beziehung der erhaltenen Informationen herzustellen.

Zum optischen Nachweis der Expression von Z3 ZFNs wurden A549-Zellen in RPMI-
Medium (10 % FCS) bei 37 °C und 5 % COy, kultiviert. Die Zellen wurden dabei auf eigens
praparierten Glas-Petrischalen vermehrt. Sobald die Zellen zu 50 — 60 % konfluent waren
wurden diese 1x mit PBS gewaschen und RPMI-Medium - versetz mit NP-komplexierter
(NPX; Cs-PLGA NP) Z3 mRNA, an welches Fluoresceinamin-Isomer I kovalent gebunden
war - zugegeben. Nach 24 h Inkubation wurde den Zellen nochmals NPX fiir 5 -10 min
zugegeben, bevor diese mit 100 % Methanol (MetOH) fixiert worden sind. Fur die FM
wurden die Proben mit PBS gewaschen und anschlieBend mit einem FITC-markierten AK
(monoclonal anti-FLAG® M2 FITC, F4049) fur 1 h bei RT gefirbt. Die Zellen wurden
gewaschen und die Zellmembran mit RCAI fir 7 min bei RT gefarbt. AnschlieBend wurden
die Zellen nochmals gewaschen und die Zellkerne mit DAPI (A1001) fir 15 min bei RT

MATERIAL & METHODEN | 85



gefirbt. Die Quervernetzung der Proteine wurde durch Zugabe eines Fixativs (2 %
Glutaraldehyd, 4 % Formaldehyd) erreicht. Nachfolgen wurden die Zellen in PBS gelagert.
Die FM-Aufnahmen wurden am Konfokalmikroskop Zeiss LSM 780 [Axio observer
inverted microscope; NDD PMT detector (405 nm: Dioden-Laser, 30 mW;
458/488/514 nm: Argon-Laser, 25 mW; 633 nm: Helium-Neon-Laser, 5 mW; verwendete
Objektive:  Plan-Apochromat 10x/0.45 W; Plan-Apochromat 20x/0.8 W (fir
Ubersichtsbilder) und C-Apochromat 40x/1.2 W] durchgefiihrt. Nach den FM-Aufnahmen
wurden die Proben fiir die anschlieBenden REM-Aufnahmen schrittweise dehydriert. Die
Zellen wurden dafiir in einer aufsteigenden MetOH-Reihe (10 - 100 %, Erhéhung um
je 10 %) inkubiert und anschlieBend fir je 3 min in 50 % MetOH/EtOH,
50 % MetOH/Aceton und nachfolgend 3x in 100 % Aceton, inkubiert. Die Zellen wurden
mittels einer Uberkritischen Trocknung durch CO, getrocknet und mit Platinpartikeln
(10 mA, 20 s) bespritht. Die REM-Aufnahmen wurden an einem Zeiss Aurugia mittels SESI-
(Sekundarelektronen/ Sekundirionen) Detektor bei einer Spannungsbeschleunigung von

1,5 kV und einer Distanz von 5 mm aufgenommen.

2.2.25 Statistiken

2.2.25.1 Paarweise fixierter Reallokations — Randomisations — Test

Fir die Berechnung der mRNA-Expressionsunterschiede zwischen den einzelnen Gruppen
wurde ein paarweise fixierter Reallokations-Randomisations-Test durchgefithrt. Prinzipiell
werden fir die Quantifizierung zwei Strategien angewandt: (1) die absolute Quantifizierung
und (2) die relative Quantifizierung (siche Abschnitt 2.2.23). Dabei wird fir die relative
Quantifizierung das Verhiltnis der relativen Expression eines Zielgens aufgrund der
Effizienz (E) der qRT-PCR und den Unterschieden (A) der Cr-Werte zwischen der zu

bestimmenden Probe und einer Kontrolle errechnet.

(EZielgen)AcT

AcTReferenzgen(Kontrolle—Probe)

Zielgen(Kontrolle—Probe)

Ratio =
(EReferenzgen)

In mathematischen Modellen wird die Expression des Zielgens iiblicherweise durch ein
nicht-reguliertes Referenzgen normalisiert. Alle diese Berechnungen erlauben nur die

Bestimmung eines einzelnen transkriptionellen Unterschieds zwischen der Kontrolle und der
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zu untersuchenden Probe (n = 1), jedoch keinen Vergleich zwischen verschiedenen Gruppen
(n = 2). Die RESTO (engl. relative expression software tool) Software erlaubt eine Berechnung
des relativen Unterschieds zwischen zwei Gruppen mit bis zu 16 Datenpunken je Gruppe.
Die Software prift dabei die Gruppen auf signifikante Unterschiede mittels eines
Randomisierungs-Tests. Der Test vermeidet dabei, anders als parametrische Tests, wie bspw.
der t-Test oder die ANOVA (engl. analysis of variance), die Annahme von Normal-
Verteilungen. Im Falle der Expressionsunterschiede, wo die erhobenen Mengen aus
Verhiltnissen herrithren und zudem Varianzen relativ hoch sein koénnen, wirde eine
Normalverteilung nicht erwartet werden. Stattdessen basiert der Test auf der randomisierten
Allokation, d.h. die beobachteten Werte werden wiederholt und randomisiert den beiden
Gruppen zugewiesen. Der Test merkt sich diese scheinbaren Effekte (also das Verhiltnis der
Genexpression) und errechnet den p-Wert iber das Verhiltnis dieser Effekt zur
tatsdchlichen Beobachtung. Der p-Wert wird somit tber das Verhiltnis der randomisierten
Allokation der durchschnittlich beobachteten Daten zu den Kontroll- und behandelten
Gruppen errechnet, welcher einen stirkeren Hinweis auf den eigentlichen

Behandlungseftekts geben sollte als die tatsdchlich beobachtete Daten.

2.2.25.2 Wilcoxon-Mann-Whitney — Test

Der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (auch U-Test) ist ein nicht-parametrischer, statistischer
Homogenititstest und wurde zur Analyse aller — soweit nicht anders erwihnt -
durchgefiihrten Experimente verwendet. Der Test wird zur Uberpriifung der Signifikanz
zweier Verteilungen herangezogen und erlaubt eine Aussage dariiber, ob diese zu einer

Grundgesamtheit gehéren.

2.2.25.3 Varianzanalyse - ANOVA

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten der Lungen-Compliance (siche
Abschnitt 2.2.15.7) erfolgte tiber eine zweifaktorielle Varianzanalyse. Hierbei wurden zwei

Faktoren (Volumen und Druck) zur Erklirung der Zielvariablen (HDR) berticksichtig.
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3. Ergebnisse

3.1 Selektion der ZFNs und TALENSs

Fir die Selektion sequenzspezifischer Zink-Finger Nukleasen (ZFN) sowie Transcription
activator-like (TAL) effector- Nukleasen (TALENSs), welche die homologe Rekombination
(HDR, engl. homolgy directed repair) der transgenen Surfactant Protein-B (SP-B) Kassette mit
dem Donor-Template gewihrleisten sollen, wurden verschiedene ZFNs und TALENs
synthetisiert. Diese binden und schneiden an verschiedenen Stellen innerhalb der Kassette
und fithren so zu einem Doppelstrangbruch (DSB, siehe Abb. 3.1A; ausfithrliche Sequenz-
Informationen sind dem Anhang 5.2 zu entnehmen). Um die Effizienz der synthetisierten
Nukleasen zu testen, wurde extern ein DLSSA-Assay durchgefiihrt, dessen Verhaltnis von
Firefly- zu Renilla-Luciferase-Aktivitit Aufschluss tber die Schnitt-Effizienz gibt (siche
Anhang, Anh. 5.1). Hierbei zeigten sich die ZFNs 2 (Z£2), 23, Z4 und Z5 sowie die TALENs
1 (T1), T2 und T4 einen DSB zu erzeugen am vielversprechendsten. Die Luciferase-Ratio
lag dabei im Vergleich zu den anderen synthetisierten Nukleasen deutlich hoher. Zudem
konnte eine stabile Transfektionseffizienz in MLE12-Zellen von durchschnittlich
10,65 £ 0,76 % mit 3xFLAG-markierten Nukleasen (siche Anh. 5.2) nachgewiesen werden.
Dafiir wurden je 80.000 MLE12-Zellen in 24-we// Platten ausgesit und diese nach 24 h einer
durchflusszytometrischen  Analyse durch AK-Markierung der 3xFLAG-markierten
Nukleasen unterzogen. Verifiziert wurde die Generierung eines Nuklease-induzierten DSBs
tber einen T7-Assay. Dieser Assay weist Heterodimere nach, welche sich nach DSB und
anschlieBender Hybridisierung ergeben. Daftir wurden primire Fibroblasten (je 50.000
Zellen in 24-wel/ Platten) mit je 5 pg ZFNs (22, Z3, Z4) bzw. TALENSs (T1, T2, T4)
transfiziert und die genomische DNA nach 72 h isoliert. Als Kontrolle dienten
untransfizierte, primire Fibroblasten. Ungeschnittene Amplifikate genomischer DNA
wurden dabei im Agarosegel als eine 227 bp (T1) bzw. 211 bp (Z3) groB3e Bande sichtbar.
Nuklease-induzierte DSBs fuhrten hingegen zu zwei zusitzlichen, kleineren Banden (T1:
110 bp/180 bp; Z3: 85 bp/126 bp). Wihrend im T7-Assay die Nukleasen T2 und Z2 weniger
induzierte DSBs erzeugten, zeigten alle anderen Nukleasen, entsprechend dem DLSSA-
Assay, eine hohe Schnitt-Effizienz, hervorgerufen durch kleine Insertionen und Deletionen
(indels), welche charakteristisch fiir den Reparaturmechanismus des Nicht-homologen end-
Jjoining NHE], engl. non-homologons end-joining) sind. Dabei erreichten die TALENSs indel-Raten
von bis zu 33 % der Allele fir T1 und 45 % fur ZFN Z5 (siehe Abb. 3.1B). Das ZFN-Paar
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7.3 generierte mit 39 % ahnlich hohe Nuklease-induzierte DSBs wie die durch Z5 verursacht
wurden. Aufgrund dieser hohen Schnitt-Effizienz sowie der glnstig gelegenen - direkt
upstream der murinen SP-B cDNA - Bindungsstellen von Z3 innerhalb der transgenen SP-B-
Kassette (siche Abb. 4.1), wurde der Fokus fiir den weiteren experimentellen Verlauf auf das

ZFN-Paar 23 gelegt.

A

T1 links
CACCGCTGTTTTGACCTCCATAGAACACACCGGGACCCGATCCAGCCTCCGCCGGCCCCGAATTCTGCA
TGCGACAAAACT AGGTATCTTCTGTGGCCCT CTAGGTC AGGCGCCG( CTTAAGACGTC

T1 rechts

[ |
\H/T%//
| | |

— CMVmin 1  murine SP-B cDNA —

I ! I
2273 Z4 25

/\

Z3 rechts

GCAGATATCCAGCACAGTGGCGGCCGCTAGGCAGCCATGGCCAAGTCGCACCTACTGCAGT
CGTCTATAGGTCGTGTCACCGCCGGCGATCCGTCGGTACCGGTTCAGCGTGGATGACGTCA

Z3 links

T1|T2 T4 z2|z23|24 25 -
o G S NS S TN v W

- - B ) <+
33 nd. 20 8 39 33 45 n.d.

Abb. 3.1: (A) Transgene SP-B Kassette und Bindungsstellen der ZFNs und TALENSs. Die jeweiligen Nukleasen binden
dabei an unterschiedliche Sequenz-Bereiche innerhalb der SP-B-Kassette. Fiir die Nuklease-Paare T1 und Z3 sind zusitzlich
die genauen Bindungssequenzen angegeben. (B) T7-Assay verschiedener Nukleasen. Primire Fibroblasten wurden dabei
mit je 5 p ZFN-/TALEN-pDNA transfiziert und nach 72 h die genomische DNA isoliert. Der anschlieBende T7-Assay zeigt
die prozentuale Haufigkeit der durch das NHE] erzeugten kleinen Insertionen und Deletionen (indels). n.d., nicht detektiert.
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3.2 Vergleich zwischen modifizierter IVT mRNA und pDNA

Aufgrund der geringeren Immunogenitit von zz-vitro transkribierter (IVT) mRNA zu
Plasmid-DNA (pDNA) wurde im Folgenden die Effizienz dieser beiden unterschiedlich
Nukleinsdure-kodierenden Formen, einen DSB zu generieren, zwischen den Nukleasen T'1
und Z3 verglichen. Dazu wurden wiederum primire Fibroblasten in aufsteigender
Konzentration (0,5 — 5 pg) an mRNA- bzw. pDNA-kodierenden Nukleasen transfiziert und
nach 3 Tagen die genomische DNA fiir den nachfolgenden T7-Assay isoliert. Als Kontrollen
dienten untransfizierte Fibroblasten. Sofern die Nukleasen schnitten, ergab sich wiederum
ein Bandenmuster mit einer 227 bp (T'1) bzw. 1256 bp (Z3) groB3en, ungeschnittenen Bande
sowie jeweils zwei geschnittenen Banden (T1: 110 bp/118 bp; Z3: 164 bp/1092 bp, siche
Abb. 3.2). Vergleicht man nur die beiden pDNA-transfizierten Nukleasen untereinander, so
zeigte sich konzentrationsabhingig eine hohere Schnitt-Effizienz fir die Ausprigung
Nuklease-induzierter DSBs bei der ZFN Z3 im Vergleich zur TALEN T1 (23 % und 47 %
[23] versus 18 % und 30 % [T'1], siche Abb. 3.2A). Die gleiche Tendenz zeigte sich ebenfalls
fir IVT mRNA-transfizierte Nukleasen: mit steigender Konzentration an mRNA-
kodierender T1 und Z3 erhohte sich die Haufigkeit fur indels (32 % und 46 % [T1] versus
39 % und 58 % [Z£3]). Dabei war die Rate Nuklease-induzierter DSBs innerhalb der mRNA-
Gruppe signifikant héher und nahm, verglichen mit pPDNA-transfizierten Fibroblasten, um
durchschnittlich 34 + 9 % zu (P < 0,05).

Zusitzlich wurde die Effizienz fir den Einbau eines Donot-Templates durch den
Reparaturmechanismus der HDR evaluiert. Dazu wurde ein Template konstruiert, welches an
der Stelle des Nuklease-induzierten DSBs eine neue Nhel-Restriktionsschnittstelle einbaute.
Primire Fibroblasten wurden dazu mit den IVT mRNA- oder pDNA- kodierenden
Nukleasen T1 bzw. Z3 (je 5 ug) transfiziert, als auch zusitzlich in aufsteigenden
Konzentrationen mit einem Nhel-Donorplasmid (0 — 4 pg). Nach 72 h wurde die
genomische DNA isoliert. Als Kontrolle dienten dabei untransfizierte Fibroblasten bzw. eine
Transfektion mit Mock-pDNA (Foxp3). Uber einen
Restriktionsfragmentlingenpolymorphismus (RFLP-Assay) wurde der Einbau des Nhel-
Inserts festgestellt. Dazu wurde der entsprechende Sequenzbereich amplifiziert und
nachfolgend mit dem Restriktionsenzym Nhel verdaut. Ungeschnittenes Amplifikat zeigte
sich im Agarose-Gel als ein 252 bp (T1) bzw. 1281 bp groles DNA-Fragment, wihrend
geschnittenes PCR-Produkt zudem zwei kleinere Banden aufwies (T1: 112 bp/141 bp; Z3:
166 bp/1115 bp, siche Abb. 3.2B).
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Abb. 3.2: Vergleich der Schnitt-Effizienz und HDR-vermittelten Integration zwischen pDNA und IVT mRNA.
(A) Im T7-Assay wiesen mRNA-kodierende Nukleasen eine deutlich hohere Effizienz auf einen DSB zu erzeugen auf, als
pDNA. Indels, Insertionen und Deletionen. (B) Im RFLP-Assay zeigte sich eine konzentrationsabhingige Zunahme der
HDR-vermittelten Integration des Nhel-Inserts bei Co-Transfektion mit mRNA-kodierenden ZFNs und TALENs. HDR,
Homwology Directed Repair (Homologe Rekombination); n.d., nicht detektiert.
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Innerhalb der Gruppe pDNA-transfizierter Fibroblasten lag die Effizienz einer HDR-
vermittelten Integration des Inserts zwischen 15 % (T1) und 20 % (Z3). Dieses Ergebnis
wurde bereits mit der Co-Transfektion von 1 ug Donot-Template in der mRNA-Gruppe
erreicht (11 % [T1] versus 17 % [Z3]). Hier stieg der Anteil der HDR sogar signifikant mit
zunehmender Konzentration auf bis zu 28 % fur T1 und 51 % fiir Z3 an (P < 0,05). Da die
ZFN 73 im Vergleich zur TALEN T1 sowohl in der Effizienz einen Nuklease-induzierten
DSB zu erzeugen, als auch in der Effizienz der HDR-vermittelten Integration des Donor-
Templates iberlegen war (siche Abb. 3.2), wurde die Nuklease Z3 fir alle weiteren
experimentellen Ansitze verwendet. Die korrespondierende Aminosiure-Sequenz ist
Anh. 5.3 zu entnehmen.

Dass mRNA-kodierende ZFN Z3 auch in Zellen exprimiert und auch im Nukleus lokalisiert
sind, zeigen die korrelativen, mikroskopischen Aufnahmen in Anh. 5.4. Dazu wurden
humane, alveolire A549-Zellen mit Nanopartikeln (NPs) komplexierter, 3xFLAG-
markierter Z3-mRNA transfiziert und am Fluoreszenz- bzw. Rasterelektronenmikroskop
untersucht. Die  Uberlagerung unabhingig voneinander erstellter ~Aufnahmen
unterschiedlicher Fluoreszenzen und Auflosung erlaubt dabei die genaue Lokalisation der im
FITC-Kanal detektierten Nukleasen relativ zur Zelle. Die ZFN Z3 konnte somit im Zellkern

(DAPI, blau Firbung), entsprechend ihrer Funktion, ausgemacht werden.

3.3 Optimierung der Z3 mRINA Expression

Vor dem Hintergrund einer in vivo-Applikation der Z3 mRNA, wurde zunichst eine
Optimierung der mRNA mittels modifizierter Nukleotide vorgenommen. Zwei bereits
etablierte mRNA-Modifikations-Schemata wurden dafiir herangezogen: Wi 0)/m5C ) sowie
s2U025/m5C 05 M Fiir die Modifikation W /m5Cug wurden alle UTPs sowie
CTPs durch die modifizierten Analoge Pseudouridin (W) bzw. 5-Methylcytosin (m5C)
ersetzt. Im Falle der Modifikation s2U25/m5C 25 wurden je 25 % der UTPs und CTPs
durch 2-Thiouridin bzw. m5C ausgetauscht.

Die unterschiedlich modifizierten, mRNA-kodierenden 73 Nukleasen wurden zunichst auf
ihre zeitliche Expression hin untersucht. Dafiir wurden je 1 pg modifizierte, sowie als
Referenz unmodifizierte Z3 mRNA in A549-Zellen transfiziert. Parallel dazu wurde als
Vergleich 73 AAV (1 x 10° v.g. fiir jede Z3 ZFN) transduziert. Nach 1, 2, 3, 4, 5, 7 sowie
14 Tagen wurden die Zellen geerntet und durchflusszytometrisch auf deren Expression iber

den 3xFLAG-Tag untersucht (siche Abb. 3.3). Als Kontrolle diente die Zugabe von PBS.
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Wie Abb. 3.3 veranschaulicht, wurde die Z3 mRNA in den ersten 72 h exprimiert und fiel
ab Tag 4 rasch auf ein Expressionsniveau von unter 20 % (14,76 £ 5,56 %) ab. Dabei waren
Unterschiede zwischen den einzelnen Modifikationen zu erkennen. Im Vergleich zu
unmodifizierter mRNA, welche in den ersten 3 Tagen eine durchschnittliche Expression von
35,21 £ 7,2 % aufwies, fihrten beide Modifikationen zu einer deutlich héheren Expression
von 61,36 + 14,19 % fur s2U2s5/m5C2s und 84,15 + 6,35 % fur Wi 0/m5C ). Zudem
wiesen die mRNA-Modifikationen eine hohere Stabilitit auf. Wihrend die Expression
unmodifizierter Z3 mRNA mit Tag 2 rasch abnahm, blieb die Expression beider
Modifikationen bis 72 h nach Transfektion relativ stabil. Im Gegensatz dazu erreichten die
23 AAV Nukleasen erst mit Tag 7 ein entsprechendes Expressionsniveau, welches bis zum
Versuchsende nur noch langsam anstieg (74,53 * 3,16 an Tag 7 versus 81 * 3,32 % an
Tag 14). So ergibt sich fir Z3 mRNA und Z3 AAV eine unterschiedliche Kinetik. Wihrend
mRNA innerhalb der ersten 3 Tage exprimiert wurde und danach rasch an Intensitit vetlor,

erreichte der Z3 AAV sein Expressionsplateau erst mit Tag 7.

unmod. $2U g 25MSC Y, 0mSC
e (0,25) (0,25) (1,0) (10) n@e 73 AAV

W=PBS 23 mRNA Z3 mRNA Z3 mRNA

100 -

l

60 -

40 A

3xFLAG* A549-Zellen (%)

o -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Tage nach Transfektion / Transduktion

Abb. 3.3: Zeitliche Darstellung der Kinetik sowie der Stabilitit von 3xFLLAG-markierter Z3 mRNA versus Z3 AAV
in A549-Zellen. 3xFLLAG-markierte Z3 mRNA (1 pg) sowie Z3 AAV (1 x 10° v.g.) wurden in A549-Zellen transfiziert
bzw. transduziert und nach 1, 2, 3, 4, 5, 7 und 14 Tagen Uber cin durchflusszytometrische Messung die Expression der
3xFLAG-markierten Z3-Nukleasen bestimmt (n = 3).

Die mRNA-Modifikationen wurden anschlieBend 7z vivo getestet und deren Expression in
Lungenzellen evaluiert. Daftir wurden BALB/c-Miusen je 20 pg 3xFLAG-markierte
73 mRNA (modifiziert oder unmodifiziert, n = 5 je Gruppe) intratracheal (i.t.) Gber eine

Hochdruck-injektionsspritze verabreicht. Zusitzlich wurde die mRNA in abbaubare, mit
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Chitosan versetzte poly(D,L-Laktid-co-Glykosid) Nanopartikel (NPs) komplexiert, um die
Expression der Nukleasen zwischen komplexierter und ,,nackter mRNA vergleichen zu
koénnen. Kontrollmiusen wurde entweder PBS oder reine NPs appliziert. Nach 24 h wurden
die Lungen entnommen und die RNA aus dem Gewebe isoliert. Nach reverser Transkription
in cDNA wurde diese tiber eine qRT-PCR quantitativ ausgewertet (siche Abb. 3.4A). Die
relative Expression der Z3 Nukleasen wurde dabei auf die Behandlung mit unmodifizierter
73 mRNA normalisiert. Wahrend Kontrollgruppen keine Expression der Z3 Nuklease
zeigten, nahm die Expression fiir beide Modifikations-Schemata im Vergleich zu
unmodifizierter mRNA zu. Diese blieb fiir die Administration ohne NP relativ moderat
(5,32 £ 1,19 % fur s2Uqzs/m5C 25 und 6,42 £ 1,27 fiur Wi/ m5Cqy). Die zusitzliche
Komplexierung mit NPs fithrte jedoch zu einer signifikanten Erhéhung der Z3 Nuklease-
Expression im Lungengewebe. Diese steigerte sich fiir unmodifizierte Z3 mRNA mit NPs
im Vergleich zu rein unmodifizierter mRNA um 26,33 + 1,43 % (P < 0,001). Des Weiteren
fithrten die beiden Modifikationen der Z3 mRNA ebenfalls zu einer signifikanten Erh6hung
der Z3 Expression. So stieg im Vergleich zu unmodifizierter mRNA ohne NPs die
Proteinexpression mit der Modifikation s2Uqp25/m5Cg5 um das Hundetrfache
(101,21 £ 2,74 %, P < 0,001) an. Ahnliche Werte erreichte die Modifikation W 0)/m5C
mit 97,32 = 1,12 % (P < 0,001). Vergleicht man komplexierte, unmodifizierte Z3 mRNA mit
den NP-versetzten Modifikationen, so ergab sich auch hier eine signifikante Erhohung der
7.3 Nuklease-Expression im Lungengewebe (siche Abb. 3.4A, P < 0,05).

Neben der Quantifizierung Gber die qRT-PCR wurden zusitzliche FACS-
Expressionsanalysen der 3xFLLAG-markierten Z3 Nukleasen in verschiedenen Zelltypen der
Lunge durchgeftihrt. Neben der Gesamtheit an Lungenzellen wurden die fiir die Sekretion
des Swrfactant verantwortlichen Clara-Zellen, als auch die alveoliren AT-1I-Stammzellen
untersucht (siche Abb. 3.4B). Hierbei wurde der Vergleich zwischen in NPs komplexierter,
modifizierter (s2Uqp2s5/m5C 025 sowie Wi/m5Cag) und unmodifizierter Z3 mRNA
gezogen. Zusitzlich wurde die Expression der Z3 Nukleasen bei i.t. Gabe der modifizierten
Form s2U 25/ m5C 025 ohne Komplexierung in NP analysiett.

Betrachtet man die Expression der Z3 Nukleasen in Lungenzellen, so erhohte sich diese
ebenfalls fiir die Applikation von modifizierter im Vergleich zu unmodifizierter mRNA. Im

Falle unmodifizierter mRNA wurde diese in 32,96 £ 2,39 % aller Lungenzellen exprimiert.
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Abb. 3.4: Bestimmung der Protein Expression in Lungen-Zellen. (A) Die i.t.-Applikation von Z3 mRNA fiihrt zu
ciner cffektiven Expression der Nukleasen in Lungenzellen. BALB/c-Midusen (n = 5 pro Gruppe) wurde dafiir (un-
)modifizierte Z3 mRNA (je 20 pg) mit oder ohne NPs appliziert und nach 24 h die RNA aus dem Lungengewebe isoliert.
Nach reverser Transkription wurde die cDNA iber eine qRT-PCR quantifiziert und auf unmodifizierte MRNA
normalisiert. *** P < 0,001; ** P < 0,01; * P < 0,05 versus unmod. Z3 mRNA ohne NP; § P < 0,05 versus unmod. Z3
mRNA mit NP. (B) BALB/c Miuse (n = 4 je Gruppe) wurde i.t. 3x-FLAG-markierte Z3 mRNA appliziert. Nach 24 h
wurden die Lungen entnommen, diese verdaut und die Lungenzellen isoliert und entsprechend dem Zelltyp fir die
anschlieBende FACS-Analyse markiert. Boxen reprisentieren Mediane * IQRs (Interquartilsabstinde), Whisker die Minima
und Maxima. NP, Nanopartikel; *** P < 0,001; ** P < 0,01; * P < 0,05
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Eine signifikante Erhéhung wurde hier ebenfalls durch die Gabe der Z3 mRNA mit der
Modifikation s2U2s5/m5Cps erreicht. Hier stieg der Anteil Nuklease-exprimierender
Zellen signifikant auf 44,74 = 3,90 % an (P < 0,05). Vergleicht man diese auf ihre
Komplexierung mit NPs hin, so zeigte sich, dass in NP verpackte mRNA eine deutlich
héhere Expression aufwies als ,,nackte mRNA. Der Unterschied war auch hier mit einer
bedeutend geringeren Expression von 26,93 = 2,77 % fir nicht komplexierte mRNA
signifikant (P < 0,001).

Die FACS-Analysen von AT-1I- sowie Clara-Zellen wiesen die gleiche Tendenz auf (siche
Abb. 3.4B). Mit NPs applizierte, unmodifizierte mRNA exprimierten die Z3 Nukleasen im
geringeren Male als dies fiir die Applikation modifizierter mRNA der Fall war (AT-1I-Zellen:
12,05 + 1,52 % unmodifiziert versus 24,08 £ 4,81 % s2U25/m5C2s); Clara-Zellen:
65,95 + 8,64 % unmodifiziert versus 80,8 * 11,49 % s2U25/m5C25). Zu beachten ist
jedoch, dass die beiden Zelltypen einen deutlichen Unterschied beziglich der
Expressionsstirke zeigten. Clara-Zellen exprimierten dabei im Durchschnitt 75 £ 4,1 %
mehr 73 Nukleasen als AT-II-Zellen. In beiden Zelltypen erreichte jedoch die Modifikation
$2U025/m5C 025 komplexiert in NPs die hochste Expression. Dass die mRNA auch das
alveolire Lungenepithel erreichte und von Lungenzellen aufgenommen wurde,
unterstreichen ebenfalls die Immunfluoreszenz-Aufnahmen von Lungenschnitten aus den
zuvor behandelten BALB/c-Miusen. Uber eine Fluoreszenz-markierte AK-Bindung an die
3xFLAG-Sequenz der Z3-Nukleasen wurden diese im alveoliren Lungenepithel
nachgewiesen (siche Abb. 3.5). Die mit NP komplexierte und modifizierte mRNA erreichte
dabei deutlich mehr alveolire Epithelzellen, als unmodifizierte, mit NP verpackte Z3 mRNA.
Zusammenfassend konnte fur die Kombination aus modifizierter s2U2s5/m5C 25 Z3
mRNA, komplexiert mit NPs, eine effektive Aufnahme in Lungenzellen sowie die héchste

Expression in Lungenzellen nachgewiesen werden.
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Abb. 3.5: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von 3xFLAG-markierten Z3-Nukleasen in Lungenschnitten
von BALB/c-Miusen. Reprisentative histologische Lungenschnitte lassen die durch it. Applikation in alveolire
Epithelzellen aufgenommenen Z3 Nukleasen als griine Fluoreszenz tber deren 3xFLAG-Tag erkennen (siche Pfeile).
Mal3stab, 50 um.

3.4 In vivo Immunreaktion auf Z3 mRNA

IV mRNA wird durch verschiedene endosomale Rezeptoren des angeborenen
Immunsystems erkannt. Die Bindung dieser Rezeptoren fiihrt wiederum zur Aktivierung
unterschiedlicher Signalkaskaden, welche eine Entziindungsreaktion auslésen kénnen und
u.a. im Zusammenhang mit der Produktion von Typ-I Interferonen, wie Interferon-o (IFN-
«), stehen.'”

Um die Reaktion unterschiedlich modifizierter Z3 mRNA auf die Synthese von IFN- « hin
zu untersuchen, wurden je 1 pg IVI mRNA (unmodifiziert, s2Uqp2s5/m5Cq2s und
Wi)/m5Cq0) mit oder ohne NP entweder intraperitoneal (i.p.) oder i.t. BALB/c-Miusen
(n = 3 je Gruppe) appliziert. Als Kontrolle dienten Miuse, denen PBS injiziert wurde.
Zusitzlich wurde die ausschlieBliche Gabe von NPs und deren Auswirkung auf die IFN- o

Stimulation untersucht. Nach 6 h bzw. 24 h wurde das Serum aus dem Blut der Mause isoliert
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und die IFN-a Produktion mittels eines ELISAs evaluiert (siche Abb. 3.0). Hier zeigte sich
im Vergleich zur Kontrollgruppe fiir die Administration von NPs bzw. IVT mRNA ohne
NPs keine Erhohung der IFN- a-Werte, weder 6 h noch 24 h nach Injektion. Diese lagen
dabei im anti-inflammatorischen Bereich mit Werten von durchschnittlich 51,35
+ 3,96 pg/ml (6 h-Wert) bzw. 30,36 + 7,17 pg/ml (Kontrollgruppen: 43,85 + 1,77 nach 6 h
bzw. 42,27 + 16,32 pg/ml nach 24 h). Lediglich die i.p. Applikation modifizierter mRNA in

Kombination mit NPs zeigte nach 6 h eine Erh6hung des IFN-a-Spiegels im Serum.

B it.6h [Ji.p.6h @ ip.24h [ i.p.24h
2500 *
2000 - ® I
1500 - [
1000 -
500 ﬁ

150 1

IFN-a [pg/ml]

100

ir=1 . Detektions-
grenze

Abb. 3.6: In vivo Immunreaktion auf Z3 mRNA. BALB/c-Miusen wurde je 1 pg Z3 mRNA entweder i.p oder i.t.
injiziert (n = 3 pro Gruppe). Nach 6 h bzw. 24 h wurde aus dem Blut Serum gewonnen und die Konzentration an IFN-«
tber einen ELISA in Duplikaten gemessen.

Hier stiegen die Werte signifikant im Vergleich zur Applikation von reinen NPs auf
durchschnittlich 112575 £ 389,61 pg/ml an (Z3 mRNA unmodifiziert:
1236,98 £ 637,97 pg/ml, s2Uqa2s/m5Cq0s: 639,05 + 282,56 pg/ml, Wu0/m5Ca:
1582,21 + 49526 pg/ml; P < 0,05). Dieser Effekt war jedoch nur voriibergehend zu
beobachten. Nach 24 h normalisierten sich auch diese Werte wieder auf ein anti-

entziindliches Niveau mit Werten von durchschnittlich 44,98 + 13,03 pg/ml. Bei der i.t.
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Applikation war dies jedoch nicht zu beobachten. Um sicherzustellen, dass die IVT mRNA
auch die Lungenzellen erreichte, wurde zusitzlich eine Quantifizierung der Nuklease-
Expression iiber eine qRT-PCR durchgefithrt. Dabei konnte die Expression mRNA-
kodierender Nukleasen nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass weder die it. Applikation, noch die
(un-)modifizierte Z3 mRNA zu einer Immunreaktion fithrten. Aufgrund der hohen
Expression von in NP komplexierter, modifizierter s2U q25/m5C 25 Z3 mRNA in AT-II-
Zellen, sowie der nicht vorhandenen Immunstimulation der IVT mRNA nach it
Applikation, wurde diese fiir alle weiteren Versuche verwendet und wird der Einfachheit im

Folgenden als Z3 nec-mRNA (engl. nuclease-encoding chemically modified mRNA) bezeichnet.

3.5 In vivo Genkorrektur der SP-B Defizienz

3.5.1 Gentherapeutischer Ansatz

Der gentherapeutische Ansatz zur Korrektur transgener SP-B Miuse [SP-C fTA/(teto); SP-
B/SP-B”] umfasst die Generierung eines sequenzspezifischen DSB mittels nec-mRNA
proximal zum Tetracyclin-abhingigen Promoter (siche Abb. 3.7A). Die zusitzliche, i.t.
Applikation eines AAVG6-Donor-Templates sollte dabei tiber den Reparaturmechanismus der

Homologen Rekombination zum Einbau eines konstitutiv aktiven CAG-Promoters fithren.

A P3 P1
DSB DNA
TetO, 7 == murine SP-B cDNA

L | Homologe
Doxycyclin-abhéngig Rekombination

| . | | ] _.kein funktionales

rechter Homologiearm Peatala

Doxycyclin-unabhangige Expression
B \ I N
L4
TetO;,

L : DNA
1 CMVy, 9 CAG murine SP-B cDNA#_]='
' I P2

, : P1
Doxycyclin-abhangig

Abb. 3.7: Schema des gentherapeutischen Ansatzes zur Korrektur SP-B defizienter Miuse. (A) Transgene SP-B-
Miuse [SP-C fTA/(teto)7 SP-B/SP-B-/] exprimieren SP-B cDNA nur konditionell in Anwesenheit von Doxycyclin. Durch
Bindung an einen Aktivator kann der Komplex an den Promoter binden und so die Expression von funktionalem SP-B
gewihrleisten. In Abwesenheit von Doxycyclin bleibt die Transkription der SP-B ¢DNA dagegen aus. Durch einen
sequenzspezifischen DSB mittels Nukleasen kann tber den Mechanismus der Homologen Rekombination jedoch ein
konstitutiv aktiver CAG-Promoter eingebaut werden. Die Homologe Rekombination wird dabei iiber die homolog zur
Zielsequenz flankierenden Bereiche (linker und rechter Homlogiearm) des CAG-Promoters vermittelt. (B) Der Einbau des
CAG-Promoters fiihrt dabei zur konstitutiven Expression funktionalen SP-B Proteins. Uber sequenzspezifische Primer
(P1, P2, P3) kann die Insertion nachgewiesen werden.
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Wihrend der Tetracyclin-abhingige Promoter konditionell und nur in Anwesenheit von
Doxycyclin zur Expression der murinen SP-B ¢cDNA fihrt, verlduft diese nach Insertion
eines CAG-Promoters Doxycyclin-unabhingig (siche Abb. 3.7B). Dadurch kann der
Nachweis der Genkorrektur einerseits durch Absetzen des Antibiotikums rein phanotypisch
erfolgen, andererseits kann tber sequenzspezifische Primer und anschlieBender PCR auch
die Integration des Inserts nachgewiesen werden. Die vollstindigen Sequenzen sowie die

Sequenzbindungen der Primer sind dem Anhang 5.2 zu entnehmen.

3.5.2 Transgene Donor-Integration ex vivo

Der Nachweis einer Insertion des CAG-Promoters wurde zunichst in primiren
SP-B Fibroblasten getestet. Dazu wurden je we// 50.000 Zellen ausgesit und diese mit dem
AAV6-Reparatur-Template (2,5x10° v.g.) transduziert. Zusitzlich erfolgte die Transduktion
mit der Z3 AAV Nuklease (1x10° v.g.). Die Zellen wurden insgesamt 10 Tage wachsen
gelassen, um eine optimale Expression der viralen Vektoren zu erreichen. Anschlieend
wurde die genomische DNA isoliert. Der gleiche Ansatz wurde ebenfalls mit nec-mRNA
durchgefiihrt, jedoch erfolgte die Zugabe der Z3-kodierenden Nukleasen (2 ug) erst 7 Tage
nach Transduktion des Donors aufgrund der zeitlich limitierenden Expression (siche
Abschnitt 3.3). Als Kontrolle dienten untransfizierte/untransduzierte Fibroblasten. Um die
HDR mit dem Donot-Template nachzuweisen, wurde tiber eine PCR mit sequenzspezifischen
Primern (P1, P2, P3) Amplifikate generiert, welche anschlieBend auf ein Agarosegel
aufgetragen wurden. Als Kontrollen dienten PCR-Ansitze ohne die Zugabe eines DNA-
Templates. Kontrollprimer hybridisierten dabei innerhalb des CMV minimal-Promoters
(5%, P3) sowie innerhalb der SP-B cDNA, hier jedoch aullerhalb des Bereichs fiir den rechten
Homologiearm des Donor-Templates (3¢, P1; siche Abb. 3.7). Das Amplifikat bestitigte somit
die Prisenz der transgenen SP-B Kassette in allen untersuchten Gruppen. Dagegen fiihrte
der Austausch des 5°-Primers P3 mit dem 5°“Primer P2, welcher innerhalb des CAG-
Promoters bindet, zur Synthese eines Amplifikationsprodukts, das ausschliefllich entstand,
sofern die HDR mit dem Reparatur-Template erfolgte. Die Abb. 3.8 veranschaulicht dies
anhand der sich in der PCR ergebenden Amplifikate. Die Co-Transduktion des AAV Donors
mit dem Z3 AAV bzw. die Transfektion mit Z3 nec-mRNA fithrte zu einer erfolgreichen
HDR mit dem Donor-Template. Wihrend sich in der Kontrollgruppe ohne die Zugabe von
73 AAV und nec-mRNA ein P1/P3-Amplifikationsprodukt von 1239 bp ergab, fithrte die

Transduktion/Transfektion des Donot-Templates zasammen mit den Nukleasen zum Einbau
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des CAG-Promoters und so zu einem 976 bp grofleren Amplifikat von 2215 bp Lange. Dies
bestitigte auch die PCR mit den Primern P1/P2. Hier ergab sich in der Kontrolle keine
ersichtliche Bande, da der 5-Primer P2 nur bindet, sofern die Zielsequenz eingebaut worden
war. Die Zugabe von Z3 AVV bzw. nec-mRNA und dem Reparatur-Template fihrte
dementsprechend zu einer 1335 bp groB3en Bande. Die erhaltenen Ergebnisse unterstreichen
damit die Effizienz der Nukleasen, sequenzspezifische Schnitte zu generieren. In
Kombination mit einem geeigneten Donor-Template konnte hier die erfolgreiche transgene

Integration des CAG-Promoters ex vzvo nachgewiesen werden.

[bp] L - P1/P3 P1/P2 -

10.000 ' |
2.000 2215 bp
1.500 ' 1335 bp
1.00 : 1239 bp
|
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250 =

Abb. 3.8: Transgene Integration des CAG-Promoters ex vivo. Primire Fibroblasten aus transgenen SP-B-Miusen
wurden mit 2,5x105 v.g. Donor-Template transduziert und zusitzlich entweder mit 23 AVV (1x105 v.g.) transduziert, mit
nec-mRNA (2 pg) transfiziert oder als Kontrolle unbehandelt gelassen. I, DNA-Leiter; Bahnen mit entsprechen Negativ-
Kontrollen (,,-*; PCR-Ansitze ohne DNA-Template). Angegeben sind die erwarteten Amplikongréen.
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3.5.3 Gentherapeutische Manipulation SP-B defizienter Miuse

Nach erfolgreicher HDR ex vivo wurde das System aus Z3 nec mRNA und Reparatur-Template
auf die genomische Manipulation des Doxycyclin-abhingigen Promoters in transgenen SP-
B-Miusen untersucht. Um sicherzustellen, dass dieser gentherapeutische Ansatz auch die
Produktion ausreichender Mengen an SP-B gewihrleistet, und somit die Lebensdauer SP-B
defizienter Mause in Abwesenheit von Doxycyclin verlingert, wurden zwei Hauptgruppen

(A und B) und vier Kontrollgruppen (C — F) getestet (siche Abb. 3.9).
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Kontrollgruppen
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D AAV6 Mock
: B E  AAVE Mock
] BN F  keine Behandlung
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Abb. 3.9: Behandlungsschema und Lebenserwartung transgener SP-B Miuse nach Absetzen von Doxycyclin. Alle
Gruppen (Hauptgruppen, n = 13; Kontrollgruppen, n = 6) wurde entweder Z3 Donor-AAV bzw. Mock-AAV (2,5 x 1011
v.g.) und/oder Z3 nec-mRNA bzw. Mock mRNA (20 pg) komplexiert in NPs intratracheal verabreicht. Gezeigt sind

Kaplan-Meier Uberlebenskurven der entsprechenden Gruppen. Mit freundlicher Genehmigung von Frau Daniela
Kormann.

Beide Gruppen wurden dabei an Tag 0 von Doxycyclin abgesetzt und das Ubetleben der
Miuse dokumentiert. Zehn Tage zuvor (Tag -10) wurde dafir beiden Hauptgruppen (n =
13) das AAV6-Donor-Template (je 2,5 x 10" v.g.) i.t. verabreicht. Gruppe B erhielt am
gleichen Tag zusitzlich Z3 AAV (je 5 x 10" v.g.). Der Hauptgruppe A wurde dagegen erst
7 Tage nach Donor-Applikation (Tag -3), aufgrund der hohen und =zeitlich begrenzten
Nuklease-Aktivitit innerhalb der ersten 72 h (siehe Abb. 3.3), Z3 nec-mRNA (20 pg)
komplexiert in NPs i.t. verabreicht. Kontrollgruppen (n = 6) erhielten entweder einen
kontextunabhingigen AAV (Mock-AAV, Foxp3) oder das mRNA-kodierende Aquivalent
(Mock mRNA, Foxp3) in Kombination mit dem Donor-Template oder der Z3 nec-mRNA.
Die mRNA wurde dabei ebenfalls mit NPs komplexiert. Diesen Gruppen wurde entweder
an Tag -10 AAV6 Donor (Gruppe C, je 2,5 x 10" v.g.) oder aber Mock-AAV (Gruppe D
und E; je 2,5 x 10" v.g.) verabreicht bzw. erhielten keine Behandlung (Gruppe F). Zusitzlich
wurde den Gruppen C und D drei Tage vor Doxycyclin-Entzug (Tag -3) entweder Mock-
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mRNA mit NPs (Gruppe C; je 20 ug) oder Z3 nec-mRNA mit NPs (Gruppe D; je 20 ug)
verabreicht (siche Abb. 3.9).

Im Vergleich zu den Miusen in den Kontrollgruppen, welche innerhalb der ersten 3 — 5 Tage
nach Absetzen von Doxycyclin starben, lebten transgene SP-B Mause der Hauptgruppen
dagegen signifikant linger (P < 0,001). Diese starben erst mit Beginn von Tag 29 und
konnten fur die Gruppe A (AAV Donor + Z3 nec-mRNA) sogar bis 35 Tage nach
Doxycyclin-Entzug  tiberleben. Auch innerhalb der beiden Hauptgruppen war ein
signifikanter Unterschied in der Uberlebensrate zu erkennen (P < 0,01). So lebten Z3 nec-
mRNA behandelte Miuse im Durchschnitt 2,5 + 1,2 Tage linger als Z3 AAV behandelte
Mause.

Die hier erlangten Ergebnisse verdeutlichen die Signifikanz einer gentherapeutischen
Korrektur mit Z3 nec-mRNA in Kombination eines Reparatur-Templates. Verglichen mit der

reinen Applikation von AAV-Vektoren war diese sogar geringfiigig effektiver.

3.5.4 Nachweis der SP-B Protein-Expression

Nach 20 Tagen Doxycyclin-Entzug wurden 9 der 13 Miuse der Hauptgruppen fir
Endpunktanalysen verwendet. Als Nachweis fiir den korrekten Einbau des CAG-Promoters
wurden zunichst Lungenschnitte immunhistochemisch auf die Expression von SP-B hin
untersucht. Als Kontrollen wurden daftr Schnitte von SP-B Miusen angefertigt, welche
unter kontinuierlicher Doxycyclin-Gabe (+Doxy) standen, um einen Vergleich der
urspriinglichen SP-B  Expression anstellen zu koénnen. Die Abb. 3.10 zeigt die
immunhistochemischen Firbungen reprisentativer Lungenschnitte. Wie deutlich zu
erkennen ist, exprimierten dabei die Gruppen A und B dhnlich viel SP-B (braune Firbung)
wie in den Kontrollen nachzuweisen war. Die Gruppen C bis F dagegen zeigten keinerlei
Proteinexpression des Zielgens. Diese Beobachtung wurde ebenfalls tiber Western Blot-
Analysen bestitigt. Daftir wurde BALF (bronchoalveolire Lavage-Flissigkeit) den Miusen
entnommen und die Proteine (10 pg) tber eine SDS-PAGE aufgetrennt. Das SP-B Protein
wurde anschlieBend tber Antikérper-vermittelte Chemilumineszenz detektiert und liegt als
reifes Protein mit einer molekularen Masse von ca. 15 kDa vor >,

In Abb. 3.11A sind die Western Blots der entsprechenden Gruppen dargestellt. Auch hier
zeigte sich eine nahezu identische Proteinexpression zwischen der Positivkontrolle +Doxy
und den Gruppen A und B. Die Analyse der Bandenintensitit ergab dabei eine vollstindige

Wiederherstellung des SP-B Proteins nach Behandlung mit dem Donor-Template und der
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nec-mRNA (101 % Expression zur Positivkontrolle) bzw. dem Z3 AAV (94 % Expression
zur Positivkontrolle). Bei den Kontrollgruppen C bis F kam es dagegen, wie bereits die
immunhistochemischen Firbungen zeigen konnten, zu keiner bzw. einer schwachen SP-B

Expression (Gruppe C: 9,7 %, Gruppe D und E: nicht detektiert, Gruppe F: 6,3 %).

Behandlung Behandlung
Hauptgruppen
A AAV6 Donor Z3 mRNA +

B AAV6 Z3 + AAV6 Donor NP
Kontrollgruppen

C AAV6 Donor Mock mRNA + NP
D AAV6 Mock Z3 mRNA + NP

E AAV6 Mock -

F keine Behandlung -

Abb. 3.10: Reprisentative Lungenschnitte der SP-B Expression von behandelten, transgenen SP-B Miusen.
Zwanzig Tage nach Absetzen von Doxycyclin wurden 9 der 13 Miuse aus den behandelten Hauptgruppen getdtet und fiir
Endpunktanalysen verwendet. Lungenschnitte aller Gruppen wurden immunhistochemisch auf SP-B gefirbt. Maf3stab,
50 pm.

Zusitzlich wurde der SP-B Proteingehalt in der BAL errechnet (siche Abb. 3.11B). Die
Positivkontrollen wiesen dabei einen durchschnittlichen SP-B Gehalt von 0,47 £ 0,25 ng/ug
Gesamtprotein auf. In den beiden Hauptgruppen A und B war dieser mit 0,48 + 0,23 ng/ug
bzw. 0,44 * 0,21 ng/ug nahezu identisch. In den Kontrollgruppen war dagegen eine
vernachlissigbare (Gruppe C: 0,05 + 0,004 ng/ng, Gruppe F: 0,03 + 0,02 ng/ul) bis gar kein

(Gruppen D und E) SP-B Proteinexpression zu erkennen.
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Abb. 3.11: Western Blot-Analysen des SP-B Proteins in der BALF behandelter Mause. (A) Western Blot der BALF
unterschiedlich behandelter Gruppen. Das SP-B Protein wurde dabei iiber einen spezifischen anti-SP-B Antikorper
detektiert. Dargestellt sind die aus der Bandenintensitit errechneten, prozentualen Verhiltnisse zur Positivkontrolle
(+Doxy). (B) SP-B Proteingehalt in der BALF in ng/ug Gesamtprotein. Die Auswertung erfolgte uber die Software
Quantity One. Boxen reprisentieren Mediane £ IQRs (Interquartilsabstinde), Whisker die Minima und Maxima. n = 6 pro
Gruppe.

3.5.5 Messung der Compliance und des Atemwiderstands

Die Compliance (dt. Nachgiebigkeit) der Atemwege ist ein Maf3 der Lunge sich zu dehnen und
auszuweiten. Bei regelrechter Ausbildung des Swrfactants wird die alveolire Oberfliche der
Lunge so mit dem Flussigkeitsfilm bedeckt, dass dieser Adhisionskriften und
Oberflichenspannungen beim Ein- und Ausatmen entgegenwirkt. Bei fehlender Synthese
des fiir den Flissigkeitsfilms notwendigen SP-Bs fallen die Lungenblidschen zunehmend in
sich zusammen, es kommt — bedingt durch die Unterversorgung des Organismus mit

Sauerstoff — zur Zyanose, Hypoxie und fiihrt schlieBlich zum Tod **.
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Abb. 3.12: Messung der Lungen- Compliance. Die Lungennachgiebigkeit wurde 20 Tage nach Absetzen von Doxycyclin
gemessen und auf das entsprechende Korpergewicht (KG) bezogen (n = 3). Die Messung der Grundlinie wurde fiir je
20 min durchgefithrt und die Compliance-Werte vor jeder Hyperinflation errechnet. *** P < 0,001 versus Kontrollgruppen
C — F. Die schwarze Linie entspricht Positivkontrollen (Mause ohne Absetzen von Doxycyclin).

Fir die Messung der Compliance nach Versuchsende (20 Tage nach Absetzen von Doxycyclin
fir die Hauptgruppen A und B) bzw. Tod der Miuse wurden diese in eine Thoraxkammer
platziert und die Lungennachgiebigkeit tiber das Modell der isolierten Lungenperfusion (IPL)
gemessen und entsprechend ausgewertet (n = 3 je Gruppe). Die Messung der Grundlinie
erfolgte dabei fiir 20 min. Fir die Berechnung der durchschnittlichen Compliance-Werte
wurden die letzten 10 Ventilationen (von insg. 90 Ventilationen pro Intervall) eines jeden
5 min-Messintervalls (je zwischen zwei Hyperinflationen) einbezogen. Fur Positivkontrollen
(+Doxy) ergab sich dabei ein durchschnittlicher Compliance-Wert von 2,58 £ 0,26 pl/cmH.O
(siehe Abb. 3.12). Dieser war dhnlich zu den in den Hauptgruppen A und B erhaltenen
Werten. Dabei wiesen Gen-korrigierte Mause, welchen Donor-AAV und Z3 nec-mRNA
(Gruppe A) appliziert wurden, einen dutrchschnittlichen Wert von 2,92 £ 0,20 pl/cmH,O
auf. Dieser lag somit im Bereich normaler Lungennachgiebigkeit. Fir die Hauptgruppe B
wurden dhnliche Werte (1,78 + 0,71 pl/cmH,O) erreicht. Vergleicht man die beiden
Hauptgruppen mit den Kontrollgruppen C — F, so ergab sich hier ein signifikanter

Unterschied beziiglich der Lungennachgiebigkeit (P < 0,001). Diese wiesen einen bis zu 4-
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fach niedrigeren Wert auf, deren Durchschnitt bei 0,66 + 0,09 ul/ecmH,O lag. In Gen-
korrigierten Mause konnte somit eine normale Lungen-Compliance nachgewiesen werden.
Daneben wurden der Atemwiderstand sowie die Bildung himorrhagischer Lungenareale
nach Doxycyclin-Entzug ausgewertet. Der Atemwiderstand kann dabei als der Widerstand
angesehen werden, der beim Atmen tiberwunden werden muss. Uber die Inhalation von
Methacholin, welches zu einer Bronchokonstriktion der Atemwege fihrt, kann
dosisabhingig tber die Messung des Atemwiderstands eine Aussage iiber den Grad der
Ventilationsstorung gegeben werden. Eine Verengung der Bronchien fithrt dabei zu einer
Erhéhung des Atemwiderstands. Den Mause-Lungen der Hauptgruppen (n = 3) wurde dafiir
Methacholin in zunehmender Konzentration (0,1 uM, 1 uM, 10 uM und 100 uM) verabreicht
und anschlieBend der Widerstand gemessen. Dabei wurden die durchschnittlich errechneten
Werte der letzten 10 Messungen eines jeden 10 min-Messintervalls einbezogen (siehe
Anh. 5.5). Hier stiegen die Werte der Kontrollgruppe (+Doxy) mit zunehmender
Konzentration an Methacholin auf 9,43 + 1,44 cmH,O/ml/s (100 uM Methacholin) an.
Gleiche Ergebnisse konnten ebenfalls fir die beiden Hauptgruppen A und B erzielt werden,
mit Werten von 7,44 + 1,21 cmH,O/ml/s bzw. 9,43 + 1,95 cmH,O/ml/s. Das heil}t, auch
in den Messungen des Atemwiderstandes ergaben sich im Vergleich zu Miusen, welche eine
kontinuierliche Doxycyclin-Zufuhr erhalten hatten, keine signifikanten Unterschiede. Die
Lungenfunktion blieb somit fur die Gruppe der Gen-manipulierten SP-B Mause innerhalb
der Normalwerte. Zusitzlich wurde das Ausmal3 fir die Bildung hiamorrhagischer
Lungenareale nach Absetzen von Doxycyclin semiquantitativ vor und nach Lungenperfusion
bzw. Lungenfunktionsmessungen evaluiert (siche Anh. 5.6). Dazu wurde der linke und rechte
Lungenfliigel objektiv und mit Hilfe einer numerischen Bewertung auf Einblutungen hin
untersucht. Sofern am linken Lungenfliigel eine partielle Himorrhagie zu erkennen war,
wurde dies als ,,1 gewertet. War mehr als die Hilfte des Fliigels betroffen, so wurde dies als
2" gewertet. Fur alle vier rechten Lungenlappen wurden himorrhagische Areale als ,,1 je
Lungenlappen gewertet, wodurch ein Maximalwert von 6 erreicht werden konnte (2 fiir den
linken Lungenfliigel + 4 fiir den rechten Lungenfliigel). Reprisentative Lungenaufnahmen
der Positivkontrollen und Hauptgruppen (siche Abb. 3.13) sowie der Kontrollgruppen C bis
F (sieche Abb. 3.14) veranschaulichen dies nochmals.
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+Doxy

vor Perfusion nach Perfusion

e

Gruppe A (Donor AAV, Z3 nec-mRNA, -Doxy)

vor Perfusion nach Perfusion

Gruppe B (Donor AAYV, Z3 AAV, -Doxy)

vor Perfusion nach Perfusion

Abb. 3.13: Reprisentative Lungenaufnahmen der Gruppen +Doxy, A und B, vor und nach Perfusion bzw.
Lungenfunktionsmessungen (n = 3).
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Gruppe C (Donor AAV, Mock-mRNA, -Doxy)

vor Perfusion nach Perfusion

Asterisken indizieren:

- rechte Lunge hamorrhagisch
(besonders cranialis/medialis)

- linke Lunge hamorrhagisch

Asterisken indizieren:

- rechte Lunge hamorrhagisch
(besonders cranialis/medialis)

- linke Lunge hamorrhagisch

Gruppe D (Mock AAV, Z3 nec-mRNA, -Doxy)
vor Perfusion nach Perfusion

Asterisken indizieren:

- rechte Lunge hamorrhagisch
(cranialer Bereich)

- linke Lunge hamorrhagisch
(besonders cranialis)

Asterisken indizieren:

- rechte Lunge hamorrhagisch
(cranialer Bereich)

- linke Lunge hamorrhagisch
(besonders cranialis)

Gruppe E (Mock AAV, -Doxy)
vor Perfusion nach Perfusion

Asterisken indizieren:

- rechte Lunge hamorrhagisch

- linke Lunge zeigt Odem-
bildung

Asterisken indizieren:

- rechte Lunge hamorrhagisch

- linke Lunge zeigt Odem-
bildung

Gruppe E (keine Behandlung, -Doxy)

vor Perfusion nach Perfusion

Asterisken indizieren:

- Odembildung, entstanden
durch hamorrhagische
Bereiche

Asterisken indizieren:
- Lobus caudalis und caudale,
linke Lunge hamorrhagisch

Abb. 3.14: Reprisentative Lungenaufnahmen der Kontrollgruppen C bis F, vor und nach Perfusion bzw.
Lungenfunktionsmessungen (n = 3). Die Indikationen des linken Lungenfliigels sind jeweils rechts des jeweiligen Bildes
beschrieben. *, siche Indikationen.
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Hierbei war die Ausbildung himorrhagischer Lungenareale in den Kontrollgruppen C bis I
deutlich zu erkennen. Die Lungen der Miuse wiesen dabei mit einer durchschnittlichen,
himorrhagischen Anzahl von 4,17 0,37 vor bzw. 4,50 £ 0,17 nach Perfusion deutlich mehr
an Einblutungen auf, als dies in den Hauptgruppen der Fall war. Die Lungen Gen-
manipulierter Miuse (Gruppen A und B) lieBen demnach nur wenige bis gar keine
Himorrhagien erkennen. Ebenso zeigten Lungen der Positivkontrollen (+Doxy) keine
solcher Areale. Vergleicht man die Haupt- mit den Kontrollgruppen, so ergab sich hier ein
signifikanter ~ Unterschied mit deutlicher hidmorrhagischer-Ausprigung in  den

Kontrollgruppen (P < 0,05, siche Anh. 5.6).

3.5.6 Immunologische Untersuchungen

Die einzelnen Gruppen wurden ebenfalls auf die Bildung des pro-inflammatorischen
Interleukin-12  (IL-12) als Reaktion einer Antigen-vermittelten Stimulation des
Immunsystems untersucht. 1I-12 ist dabei vornehmlich das Produkt aktivierter,
inflammatorischer Zellen, wie Monozyten, Makrophagen, Neutrophile oder Dentritischen
Zellen. Im Zuge einer viralen Infektion wird das Zytokin innerhalb der ersten Tage
ausgeschtittet und ist unter anderem an der Ausprigung Tx1-vermittelter Immunantworten
beteiligt. Zudem ist es ein starker Aktivator des Zytokins Interferon-y (IFN- y), ein fur die

Inhibition viraler Replikation wichtiges Interferon 167-169

. Behandlung Behandlung
Hauptgruppen
(@] A AAVE Donor Z3 mRNA + NP
150 - BN B  AAVG Z3 + AAV6 Donor -
Kontrollgruppen
BN C AAV6 Donor Mock mRNA + NP
D AAVE Mock Z3 mRNA + NP

B E AAV6 Mock -
BN F  keine Behandlung -
[} keine Behandlung PBS

n.s.
100 s,
gt
50
PN @]

O—M

PBS A B C D E F

IL-12 in BALF [pg/ml]

Abb. 3.15: IL-12 ELISA in BALF. Die Zytokin-Spiegel wurden in der BALF von Mausen zum Zeitpunkt des jeweiligen
Versuchsendes  (Hauptgruppen: Tag 20; Kontrollgruppen und PBS-behandelte Gruppe: bei  Auftreten eines
Abbruchkriteriums nach Absetzen von Doxycyclin) durchgefiihrt. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen.
n = 3 — 6 pro Gruppe; n.s., nicht signifikant versus PBS.
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Fir die Bestimmung des IL.-12-Spiegels in der BALF wurden die Versuchstiere (n =3 - 6 je
Gruppe) spitestens mit Tag 20 einer BAL unterzogen. Zusitzlich zu den Haupt- und
Kontrollgruppen wurde als Referenz eine weitere Gruppe hinzugezogen, denen PBS
verabreicht wurde. Je 100 ul der erhaltenen BALF wurden anschlieSend fiir einen IL.-12
ELISA verwendet. Je Probe wurden Duplikate eingesetzt. Wie in Abb. 3.15 zu erkennen ist,
waren in Bezug auf die Referenzgruppe die IL-12-Werte in den Hauptgruppen A und B
teilweise leicht, jedoch nicht signifikant erhoht. In der BALF von Miusen, die PBS erhalten
hatten, lagen die durchschnittlichen Werte dabei bei 15,02 £ 10,72 pg/ml, die der
Hauptgruppen bei 48,85 55,49 pg/ml (Gruppe A) bzw. 74,87 + 55,48 pg/ml (Gruppe B).
Die IL-12-Werte der Kontrollgruppen lagen dagegen allesamt unter einem Wert von
20 pg/ml. Eine Aktivierung des Immunsystems als Reaktion auf die applizierten viralen
Vektoren blieb somit in allen Gruppen aus.

Zusitzlich wurden die in der BALF enthaltenen Zellen tber eine May-Grinwald/Giemsa-
Fiarbung lichtmikroskopisch auf das Verhiltnis von Makrophagen, Lymphozyten,
eosinophilen und neutrophilen Granulozyten hin untersucht (siche Abb. 3.16). Im Zuge
einer Immunreaktion auf bestimmte Oberflichenstrukturen exogener Stoffe oder
Organismen wie Viren, kommt es zur Aktivierung des angeborenen Immunsystems
(Makrophagen, Granulozyten), das wiederum die Aktivierung einer adaptiven
Immunantwort (Lymphozyten) mit sich fiihren kann """. Aufgrund der Applikation viraler
Vektoren wurde die BALF der jeweiligen Gruppen auf einen Anstieg der jeweiligen Zelltypen
evaluiert. Dabei wurden hdmatologische Standardkriterien fur die Zellcharakterisierung
angewandt und mindestens 100 Zellen je Firbung ausgezihlt (n = 2 — 6 pro Gruppe).
Betrachtet man die Fraktion der Makrophagen, so lag hier die durchschnittliche Zellzahl bei
26.800 £ 1.723 Zellen/ml fir Gruppe A und 29052 £ 807 Zellen/ml fiir Gruppe B. Der
Anteil an Makrophagen in der mit PBS-behandelten Gruppe lag dabei dhnlich hoch
(29.648 *+ 540 Zellen/ml), war im Vergleich zu den Kontrollgruppen (C:
17.258 + 3.029 Zellen/ml, D: 12.951 * 3.758 Zellen/ml, E: 1.912 *+ 927 Zellen/ml, F:
12.096 £ 5.768 Zellen/ml) jedoch deutlich héher. Alle weiteren Zellfraktionen wiesen
dagegen relativ geringe Anteile auf, mit einer durchschnittlichen Zellzahl von
393 + 133 Zellen/ml fur Lymphozyten, 1202 £ 1192 Zellen/ml fiir Eosinophile und
2628 + 1719 Zellen/ml fiir Neutrophile. In der BALF PBS-behandelter Miuse waren diese
Fraktionen nicht detektierbar. Eine durch die AAV-Vektoren bzw. NPs oder mRNA

hervorgerufene Immunreaktion konnte somit ausgeschlossen werden.
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Abb. 3.16: Differentielle Zellzahl-Analyse der BALF. Zecllen aus der Lavage von Lungen wurden mit einer May-
Griinwald/Giemsa-Firbung angefirbt und diese lichtmikroskopisch gezihlt, ausgewertet und auf 1 ml BALF bezogen. Die
BALF wurde fir die Hauptgruppen 20 Tage nach Absetzen von Doxycyclin und fiir die Kontrollgruppen sowie die PBS-
behandelte Gruppe bei Auftreten eines Abbruchkriteriums nach Doxycyclin-Entzug enthommen. n = 2 — 6; n.d., nicht
detektiert.

3.5.7 Nachweis der Homologen Rekombination

Um die phinotypischen Merkmale einer Wiederherstellung transkriptioneller SP-B Aktivitit
in den Gruppe A und B auch auf genomischer Ebene zu verifizieren, wurde nach
Versuchsende die DNA der Lunge Gen-manipulierter Mause (Gruppen A und B) isoliert.
Datfiir wurde, wie in Abschnitt 3.1 bereits beschrieben, zunichst ein T7-Assay der einzelnen
DNA-Proben (n = 6 je Gruppe) durchgefiihrt und die Effizienz hinsichtlich der Generierung
Nuklease-induzierter DSBs fiir Z3 nec-mRNA bzw. Z3 AAV evaluiert (siche Abb. 3.17A).
Als Kontrolle diente ungeschnittene DNA aus Kontrollmausen. Wihrend die Kontroll-
DNA zu einem Hybridisierungs-Produkt mit einer Linge von 1264 bp fihrte, zeigten sich
im Agarosegel fur geschnittene Amplifikate zwei zusitzliche Banden mit einer Linge von
1098 bp bzw. 164 bp. Die Effizienz Nuklease-induzierte DSBs zu erzeugen war dabei
zwischen den Gruppen A und B annidhernd gleich. So generierten mRNA-kodierende Z3
Nukleasen im Durchschnitt 21 + 4,55 % indels, wihrend AAV-kodierende Nukleasen eine
durchschnittliche indel-Rate von 27,67 + 2,81 % aufwiesen.

Neben der Evaluierung Nuklease-induzierter DSBs wurde die genomische DNA auf
Homologe Rekombination mit dem Donor-Template untersucht. Dazu wurden die in

Abb. 3.7 gezeigten Primer-Paare P1/P3 bzw. P2/P3 verwendet und die isolierte, genomische

112 | ERGEBNISSE



DNA der beiden Hauptgruppen iiber eine PCR entsprechend amplifiziert (siche Abb. 3.17B).
Sofern der CAG-Promoter tiber den Reparaturmechanismus der HDR in die transgene SP-
B Kassette eingebaut wutde, ergab sich fir das Primer-Paar P1/P3 eine Amplikonlinge von

2.214 bp. Ohne Insertion lag diese bei 1.239 bp.

A

1264 bp

1098 bp

166 bp <
16 21 30 17 22 20 29 31 28 23 25 30
indels in Lungenzellen [%]

[ Primer P1/P3 i P1/P2 4
— A { | B —_— # # §
10 11 nd n.v. n.v.

HDR in Lungenzellen [%]

Abb. 3.17: Nachweis der Effizienz Nuklease-induzierter DSBs sowie der HDR. (A) Nach Versuchsende wurde die
DNA Gen-manipulierter SP-B Miuse (Gruppe A und B) isoliert und ein T7-Assay mit dem Primer-Paar P1/P3
durchgefiihrt. Jede Spur reprisentiert dabei die einzelnen Miduse jeder Gruppe. Als Kontrollen (-) diente ungeschnittene,
genomische DNA. Angegeben sind die indel-Raten aus dem Verhiltnis von geschnittener zu ungeschnittener Bande. Die
Auswertung wurde dafiir mit Hilfe der Software Image] durchgefiihrt. (B) Die HDR wurde tiber eine PCR mit den Primer-
Paaren P1/P3 sowie P1/P2 evaluiert. Angegeben sind die indel-Raten aus dem Verhiltnis von geschnittener zu
ungeschnittener Bande. Die Auswertung erfolgte tiber die Software Image]. #, Kontrollen (unbehandelt); §, DNA-Pool aus
den Gruppen A und B; n.d., nicht detektiert; n.v., nicht verifizierbar.

Im Gegensatz dazu wurde fiir das Primer-Paar P1/P2 nur dann ein 1294 bp langes DNA-
Fragment synthetisiert, sofern der CAG-Promoter eingebaut wurde. Als Kontrollen diente
hier genomische DNA PBS-behandelter Mause. Die Abb. 317B zeigt dabei deutlich die

Insertion des CAG-Promoters in die transgene SP-B Kassette. Mit HDR-Raten von
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7,75 £ 0,83 % fiir korrigierte SP-B Mause der Gruppe A bzw. 10,75 £ 0,83 % fir Gruppe B
waren diese ebenfalls relativ dhnlich zueinander. Die mit PBS-behandelten Miuse zeigten
dagegen nur das PCR-Fragment der urspriinglichen Sequenz der SP-B Kassette.

Die Integration des Donor-Templates innerhalb der Zielsequenz wurde zusitzlich tber eine
Sequenz-Analyse bestitigt (sieche Anh. 5.7). Kriterium fir den korrekten Einbau war hier der
nahtlose Ubergang zwischen dem rechten Homologiearm und der SP-B ¢cDNA nach P1/P2-
Amplifikation gepoolter, genomischer DNA aus AT-I1-Zellen der jeweiligen Gruppen A bis
F. Der korrekte Einbau des CAG-Promoters konnte hier ebenfalls fir beide Hauptgruppen
verifiziert werden.

AbschlieBend wurde der zufillige Einbau des Reparatur-Templates in Abwesenheit DSB-
induzierender Nukleasen tber eine PCR genomischer DNA der Gruppe C (Behandlung nur
mit AAV-Donor, n = 6) ausgeschlossen (siche Anh. 5.8). Sofern der Donor nicht in die
Zielsequenz integtierte, ergab sich fur die Amplifikation mit dem Primer-Paar P1/P3 ein
PCR-Fragment von 1264 bp Linge, entsprechend der originalen genomischen SP-
B Sequenz. Hierbei bestitigte sich, dass die alleinige Gabe des AAV-Donors zu keiner
Integration des CAG-Promoters fiihrt. Zusitzlich wurden Proben aus den Hauptgruppen A
und B gepoolt und tber eine P1/P2-PCR mit Amplifikaten der Gruppe C verglichen.
Wihrend in den Hauptgruppen wiederum ein PCR-Fragment von 1294 bp nachzuweisen
war, was auf die Integration des AAV-Donor schlieBen lisst, konnte in Gruppe C die
Integration durch die fehlende Bande ausgeschlossen werden.

Die hier erlangten Ergebnisse bestitigen somit die phédnotypische Ausprigung Gen-
manipulierter SP-B Mause der Gruppen A und B. Durch die erfolgreiche Integration des
AAV-Donors durch sequenzspezifische, Nuklease-induzierte Schnitte innerhalb der SP-B

Kassette konnte die transkriptionelle Aktivitidt der SP-B cDNA wiederhergestellt werden.

3.5.8 Expression der Z3-Nukleasen im Lungengewebe

Mit Tag 20 und somit dem Versuchsende des gentherapeutischen Ansatzes wurde aulerdem
das Expressions-Level der Z3 Nukleasen im Lungengewebe der behandelten Hauptgruppen
A und B untersucht. Die 3xFLAG-markierten Z3 Nukleasen wurden dabei tber einen
spezifischen anti-3xFLAG-AK mit unterschiedlichen Fluorochromen (Cy3 und FITC)
gefirbt. Als Negativkontrolle dienten Lungenschnitte unbehandelter Mause (+Doxy,
siche Abb. 3.18). Dabei ist deutlich zu erkennen, dass die Expression von Z3 AAV
Nukleasen im Gegensatz zur Z3 nec-mRNA auch mit Tag 20 anhilt. Die mRNA-
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kodierenden Nukleasen waren wiederum nicht mehr nachweisbar. Das bestitigte ebenfalls
die zusitzliche semiquantitative Auswertung der gefirbten Lungenschnitte auf deren
Fluoreszenz-Intensitit hin (siche Anh. 5.9). Uber die Auszihlung und objektive Bewertung
fluoreszierender Areale wurde hier ein Score erstellt, dessen Werte (0 bis 4, wobei 0 keine
Expression und 4 die héchste Expression darstellt) eine Aussage tiber die Expression der Z3
Nukleasen in Lungengewebe gibt. Dafiir wurden je 3 immunhistologisch gefirbte Schnitte
evaluiert. Hier ergab sich fiir die Kontrollgruppe ein Expressions-Score von 0,52  0,3. In
2.3 nec-mRNA-behandelten Miuse war dieser mit 0,38 & 0,3 ebenfalls sehr niedrig und weist
auf die fehlende Expression von Z3 nec-mRNA hin. Ein signifikanter Unterschied war
dagegen in Gruppe B und damit der Behandlung mit Z3 AAV zu erkennen. Hier lag der
Score deutlich hoher, mit einem durchschnittlichen Wert von 3,68 £ 0,45 (P < 0,05). Das
heil3t, auch hier bestatigte sich das Bild einer persistierenden Z3 AAV-Expression versus

einer zeitlich limitierten Expression der Z3 nec-mRNA.
+Doxy A

Abb. 3.18: Fluoreszenzaufnahmen 3xFLAG-markierter Nukleasen in Lungenschnitten von SP-B Miuse. Die
723 Nukleasen wurden dabei zwei unterschiedliche anti-3xFLAG AKs gefirbt. Diese waren entweder an Cy3 (rote
Fluoreszenz) oder FITC (griine Fluoreszenz) gekoppelt. Dargestellt sind reprisentative Aufnahmen von unbehandelten
(+Doxy) Miusen, sowie mit (A) Z3 AAV und (B) Z3 nec-mRNA- behandelter SP-B Miuse. Maf3stab, 50 um.

Cy3

FITC

Die Unterschiede in der Expression wurden zudem uber eine durchflusszytometrische
Analyse in Lungen- und AT-II-Zellen evaluiert (siche Anh. 5.10). Hierbei wurden wiederum
die Nukleasen tber ihren 3xFLLAG-Tag markiert und der prozentuale Anteil innerhalb der
Zellpopulationen der Gruppen A — F ermittelt. Als Referenz dienten unbehandelte Mause
(+Doxy). In Lungen- sowie in AT-II-Zellen zeigte sich ebenfalls eine signifikant erhohte

Expression der Z3 AAV Nukleasen im Vergleich zur Kontrollgruppe (P < 0,05 fur
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Lungenzellen, P < 0,01 fir AT-II-Zellen). Wihrend in unbehandelte Mausen keine
Expression der Nukleasen nachgewiesen werden konnte (2,1 * 1,94 %), stieg der Anteil in
723 AAV-behandelten Miusen deutlich auf 22,52 * 331 % in Lungenzellen bzw.
8,88 + 3,064 % in AT-II-Zellen an. Im Gegensatz dazu war die Expression der Z3 nec-mRNA
in Lungenzellen relativ gering mit einem prozentualen Anteil von 8,48 * 6,26 %. In AT-11-
Zellen hingegen konnte ein Wert von 6,03 £ 4,56 % ausgemacht werden. Vergleicht man die
Kontrollgruppen D und E mit der Doxy-Gruppe, so stieg auch hier die Expression aufgrund
der 3xFLAG-Markierung in den Mock AAV-behandelten Gruppen (D: 32,65 * 4,55 % in
Lungen-und 13,1 £ 0,3 % in AT-1I-Zellen; E: 23,95 £ 9,65 % in Lungen- und 12,3 * 4,9 %)
signifikant an (P < 0,05 fir Lungenzellen, P < 0,01 fiir AT-11-Zellen).

Zusammenfassend konnte eine zeitlich limitierende Expression der Z3 nec-mRNA gezeigt
werden, was die in Abschnitt 3.3 erhaltenen Ergebnisse nochmals bestatigt. Die mit
23 AAV Nukleasen behandelten SP-B Miuse lie3en dagegen eine dauerhafte Expression der

7.3 Nuklease erkennen.

116 | ERGEBNISSE



4. Diskussion

Die Notwendigkeit eine funktionale Kopie eines defekten Gens in Zielzellen einzubringen,
ist die wesentliche Grundlage gentherapeutischer Ansitze. Ein Nachteil der in den letzten
Jahrzenten durchgefiihrten Gen-Ersatztherapien besteht jedoch darin, dass durch das
Einbringen vorwiegend viraler Vektoren — und damit dem gewtinschten Zielgen — die
eigentliche genetische Mutation am endogenen Lokus nicht grundlegend korrigiert wird. Ein
solcher Ansatz kann jedoch mit Hilfe sequenzspezifischer Nukleasen erreicht werden. Durch
die Nuklease-vermittelte Induktion eines Doppelstrangbruchs (DSBs) und der
anschlieBenden Homologen Rekombination (HDR, engl. homology directed repair) mit Hilfe
eines Reparatur-Templates, dessen Zielsequenz von homologen Bereichen flankiert wird,
welche identisch der DSB-umgebenden Sequenz ist, kann der Einbau eines Zielgens in die
genomische DNA erfolgen. Viral-basierende Nukleasen weisen dabei zahlreiche
Limitationen auf, wie bspw. eine mogliche, auftretende Immunreaktion des Wirts gegentiber
viralen Proteinen, die dauerhafte Expression der Nukleasen und damit die Gefahr von off
target Effekten sowie die Gefahr einer Integration viraler Elemente in das Genom. Ein
gentherapeutischer Ansatz, welcher diese Aspekte minimiert, steigert somit das allgemeine
Sicherheitsprofil und reduziert die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten unerwiinschter
Nebeneffekte. Basierend auf dieser Grundlage und vor dem Hintergrund einer auf wessenger
(m)RNA-kodierenden, Nuklease-vermittelten HDR konnte in dieser Arbeit die sichere und
erfolgreiche 7n vivo Genkorrektur Surfactant Protein-B defizienter Mause durch Einbau eines

konstitutiv aktiven Promoters gezeigt werden.

4.1 Evaluierung von ZFNs und TALENSs

Fir die Selektion einer sequenzspezifischen und DSB-induzierenden Nuklease wurde
zunichst ein Panel aus 15 TALENs und 36 ZFNs extern auf deren Schnitt-Effizienz hin
untersucht. Die Schnitt-Effizienz hingt dabei im Allgemeinen von der Bindungsspezifitit
der einzelnen TALE- bzw. ZF-Dominen an die entsprechende Zielsequenz ab “*'"". Ein
Kriterium fir die Auswahl von TALENSs ist dabei die Anwesenheit eines Thymins an
Position 0 der Erkennungssequenz. Diese Nukleinsdurebase ist essentiell fiir die Bindung
und wird durch zwei degenerierte Module des Aminoterminus erkannt *>'"%. Neben dieser

Restriktion wird die Spezifitit ebenfalls durch die Anwesenheit eines Adenins an Position 2
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negativ beeinflusst. Cermak sowie Juillerat ez 2/ konnten demnach zeigen, dass gerade fiir
kurze Erkennungssequenzen von 9,5 — 125 Repeats die Aktivitit der TALENs in
Anwesenheit eines Adenins an Position 2 abnimmt."”"""" Ein wichtiger Faktor ist zudem die
Berticksichtigung von Basenfehlpaarungen zwischen den einzelnen Dominen und der
Zielsequenz. Fur die meisten Dominen bindet eine RVD (engl. repeat variable di-residue) zwar
eine spezifische Base und entspricht somit dem typischen 1:1-Code, jedoch kann es —
beispielsweise im Falle der RVD NI, welche die Base Adenin binden soll - ebenfalls zu
unspezifischen Bindungen mit weiteren Basen, wie Cytosin oder Guanin kommen *. Bis zu
einem gewissen Grad kénnen diese unspezifischen Bindungen toleriert werden, dabei muss
jedoch der kumulative Effekt aus mehreren Fehlpaarungen berticksichtigt werden, welcher
die TALE-DNA Bindungsaffinitit beeinflusst '"'. Fiir die Auswahl und Anordnung
sequenzspezifischer TALE-Dominen werden im Allgemeinen statistische Analysen sowie
Sequenz-basierte  Algorithmen verwendet, welche Basenfehlpaarungen sowie die
Bindungsspezifitit beriicksichtigen **"*'”. Die ZFN-Proteine bzw. deren Selektivitit
gegeniiber bestimmten Zielsequenzen werden ebenfalls tber spezifische Algorithmen
verifiziert und anschlieBend tber Selektions-basierte Assays, wie dem DLSSA-Assay
quantifiziert “*""*'”. Fiir den Zusammenbau der ZF-Dominen existieren verschiedene
Protokolle, wie die der Kontext-sensitiven Selektion oder der hier angewandten 2+2-
Strategie. Diese Methoden berticksichtigen dabei die Position einzelner, benachbarte ZF-
Dominen zueinander. Basierend auf strukturellen Analysen konnte dabei gezeigt werden,
dass ZF-Dominen nicht Kontext-unabhingig agieren, sondern je nach modularer
Anordnung auch benachbarte Basen binden kénnen. Zudem koénnen spezifische Reste in
der Erkennungshelix einzelner ZF-Dominen die Orientierung weiterer, benachbarter
Helices beeinflussen und so die Bindungsspezifitit herabsetzen '"*'”. Der von Sangamo
Bioscience durchgefithrte DLSSA-Assay zeigte fur die getesteten Nukleasen eine relativ
ausgeprigte Schnitt-Effizienz fur die TALENs T1, T2 und T4 sowie die ZFNs Z2 bis Z5.
Hier war das Verhiltnis von rekombinierter Firefly-Luciferase zur Referenz Renilla-Luciferase
im Vergleich zu den anderen getesteten Nukleasen hoch, d.h. fiir diese Nukleasen wurde die
Zielsequenz entsprechend gebunden und durch Dimerisierung der jeweiligen Fokl-
Dominen ein DSB erzeugt. Verifiziert wurde dieses Ergebnis tiber einen T7-Endonuklease I
Assay. Hier bestitigte sich nochmals die Effizienz Nuklease-induzierter DSBs anhand des
erhaltenen Verhiltnisses von geschnittenen zu ungeschnittenen DNA-Fragmenten fir die
Nukleasen T1, T4 sowie Z2, Z3, Z4 und Z5. Dabei war die Rate an zndels vergleichbar mit
denen anderer Arbeiten""*"® Die Nuklease T2 fiihrte entgegen dem DILSSA-Assay zu
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keiner Bildung von Heteroduplices wiahrend der Hybridisierung der amplifizierten
Fragmente. Dementsprechend konnte das Enzym T7EI keine Mismatch-Basenpaarungen
erkennen, wodurch nur die ungeschnittene Bande nach Auftrennung der DNA-Fragmente
zu sehen war. Ein Grund hierfiir konnte in der bereits erwiahnten schwachen Ausbildung der
Bindungsaffinitit zur Zielsequenz bei zumindest einer der beiden TALE-Dominen liegen
!, Dadurch kommen die beiden Restriktionsdominen nicht mehr in unmittelbare Nihe
zueinander, wodurch die Dimerisierung, Aktivierung und damit der Nuklease-induzierte
DSB ausbleibt.”

Aufgrund der hohen inde/-Raten von T1 und Z3 wurde mit diesen weiterverfahren und der

Vergleich zwischen Plasmid- und mRNA-kodierenden Nukleasen angestellt.

4.2 mRNA- versus pDNA-kodierende Nukleasen

Ein optimales Vektor-System zur Bildung Nuklease-induzierter DSBs muss prinzipiell drei
Voraussetzungen erfiillen, um sicher und sequenzspezifisch zu schneiden: (1) Die Nukleasen
miissen tiber einen begrenzten Zeitraum exprimiert werden. Eine dauerhafte Aktivitit der
Nukleasen wurde die Wahrscheinlichkeit unerwtinschter Nebeneffekte, wie DSBs auf3erhalb
der Zielsequenz, erh6hen. (2) Das Vektor-System, welches fir die Expression der Nukleasen
verantwortlich ist, sollte dabei effizient von Zielzellen aufgenommen werden, um eine
entsprechende Expression zu gewihrleisten. (3) Daneben sollte der Vektor ebenfalls nicht in
das Genom integrieren, so dass Insertions-bedingte Mutagenesen ausgeschlossen werden
koénnen. Ein Vektor, der diese Voraussetzungen erfillt ist mRNA. Kormann e o/ konnten
bereits die erfolgreiche, transiente Expression von funktionalem Foxp3 nach dessen mRNA-
Applikation in Lungen von BALB/c-Miusen zeigen '°. Dass die Expression mRNA-
kodierender Nukleasen ebenfalls zu funktional aktiven Proteinen fihren, wurde Uber einen
T7-Assay Uber die Induktion von DSBs getestet. Hierbei zeigte sich eine signifikante
Steigerung der Rate an zndels im Vergleich zu Plasmid-kodierenden T1- und Z3-Nukleasen.
Die Nuklease-Expressionslevel mRNA-transfizierter Fibroblasten stiegen dabei mit
zunehmender Konzentration an und erreichten bereits bei niedriger Konzentration zdel-
Raten, die vergleichbar mit denen hoher Konzentrationen an Plasmid-DNA (pDNA) waren.
Dieser konzentrationsabhingige Unterschied ist naheliegend, muss pDNA nach Eintritt in
die Zelle zunichst in den Zellkern gelangen, um dann dem zentralen Dogma folgend tiber
die Transkription und Translation in ein funktionales Protein prozessiert zu werden. Das

reife Protein muss jedoch anschlieBend wieder iber sein nukledres Signalpeptid in den
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Zellkern zuriicktransportiert werden, um entsprechend seine Funktion auszuiiben. Der
Vorteil mRNA-kodierender Nukleasen liegt demnach darin, dass die Transkription, und
somit der Transport in den Zellkern ausbleibt. Die bereits fertige mRNA kann nach
Zelleintritt umgehend tber die ribosomale Maschinerie in ein funktionales Protein
umgeschrieben werden und hingt letztlich nur von der translationalen Kapazitit der Zelle
ab "' Fiir pDNA konnte zudem gezeigt werden, dass nur etwa 0,1 % der zytosolisch
vorliegenden DNA den Nukleus iiber den sog. nukleiren Porenkomplex (NPC, engl. nuclear
pore complex) erreicht . Im Gegensatz zu mRNA muss Plasmid-DNA neben dem teilweise
endosomal/lysosomal bedingten Abbau der Nukleinsiuten demnach die Batriere der
Kernmembran Gberwinden, wodurch zusitzlich die Protein-Expression gemindert werden
kann.'®>1%

Die Integration eines Donor-Templates konnte zunichst durch den Einbau einer Nhel-
Schnittstelle innerhalb der SP-B Kassette nachgewiesen werden. Auch hier zeigte sich im
Vergleich zu pDNA fir die Applikation von mRNA-kodierenden Nukleasen in
Kombination mit dem Donor-Template eine signifikant héhere HDR-vermittelte Integration
der Zielsequenz. Fir die Co-Transfektion von T1 bzw. Z3 mRNA reichte bereits eine
vierfach geringere Menge an Donor-Plasmid, um eine dhnlich hohe HDR-vermittelte
Integration des Inserts zu erreichen. Dies verdeutlicht nochmals die Uberlegenheit mRNA-
kodierender Nukleasen fiir deren Effizienz DSBs zu induzieren. Die hier zugrunde liegende
Homologe Rekombination beruht dabei auf natiirlich vorkommenden, zelluliren
Mechanismen zur Reparatur von DSBs. Dabei ist die Detektion und anschlieBende
Reparatur entstandener DSBs essentiell fiir das Uberleben der Zelle. Nicht reparierte DSBs
koénnen zu chromosomalen Neuanordnungen und damit zur genomischen Instabilitdt und

Tumorgenese fithren ¥

. Bei der HDR-vermittelten Reparatur werden utblicherweise
homologe Sequenzabschnitte des Schwesternchromatids oder auch des homologen
Chromosoms verwendet, um DSBs zu reparieren. Anders als beim Nicht-homologen end-
Joining (NHE], engl. non-homologons end-joining), wo DNA-Enden direkt religiert werden und
die Fehleranfilligkeit fiir Basen-Insertionen/-Deletionen relativ hoch ist, werden DSBs
durch Verwendung einer homologen Sequenzvorlage relativ genau repariert '*5'%.
Gentherapeutische Ansitze nutzen diesen Umstand, indem mit Hilfe eines episomal bzw.
extrachromosomal vorliegenden Donot-Templates - welches homologe Sequenzabschnitte

um die einzubauende Zielsequenz aufweist - der Reparaturmechanismus einer natiirlich

vorkommenden HDR nachgeahmt wird.
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Abb. 4.1: Synthese-abhingige Strang-Anlagerung (SDSA) nach Nuklease-induzertem DSB.. Nach der Bildung eines
Nuklease-vermittelten DSBs kommt es zunichst zur Bildung von 3*-Uberhingen durch Resektion des komplementiren
Strangs. Die Invasion dieser cinzelstringigen Uberhinge an homologe Bereiche des Donor-Templates fiihrt zur Bildung eines
D-Loops (engl. displacement logp) mit kurzen Abschnitten an Heteroduplex-DNA. An den Enden der jeweiligen Einzelstringe
kommt es nachfolgend zur DNA-Synthese, wobei die gebundene homologe Sequenz als Vorlage dient. Mit fortlaufender
Synthese der beiden Stringe nihern sich diese einander an und es kommt in der Folge zum Zusammenbruch des D-Loops.
Die beiden Einzelstringe 16sen sich von der homologen Sequenz ab und lagern sich gegenseitig an. AbschlieBend werden
die Liicken des jeweils komplementiren Strangs aufgefiillt.
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Die HDR macht sich dabei die in Abb. 4.1 dargestellte Synthese-abhingige Strang-
Anlagerung (SDSA, engl. synthesis-dependent strand annealing) zu Nutze "', Liegt das Template
im Uberschuss in der Zelle vor, wird anstatt des Schwesternchromatids die in den Zellkern
eingebrachte Vorlage favorisiert. Eine solche HDR-vermittelte Insertion konnte bereits fiir
TALENSs und ZFNs sowie weitere Nukleaseplattformen etfolgreich demonstriert werden >
' Fiir ZFNs konnten Moehle und Kollegen ebenfalls die Insertion einer 12 bp langen S#ul-
Restriktionsschnittstelle in den endogenen IL2Ry-Lokus von K562-Zellen zeigen . Mit
15 % HDR-vermittelter Insertion des Templates war die Rate vergleichbar mit den hier
erzielten Ergebnissen.

Vergleicht man nur die beiden getesteten Nukleasen T1 und Z3 als mRNA-kodierendes
Analog, so zeigte sich eine deutliche Uberlegenheit der ZFN Z3 gegeniiber der TALEN T1.
Dies gilt sowohl im Hinblick auf deren Schnitt-Effizienz als auch im Bezug einer HDR-
vermittelten Integration. Dariiber hinaus liegen die Bindungsstellen der Z3 Nukleasen, und
damit auch der Nuklease-induzierte DSB, fur die gewiinschte Integration eines Reparatur-
Templates zwischen dem CMV-Promoter und der SP-B Kassette, wie Abb. 3.1
veranschaulicht. Die bisher erlangten Ergebnisse zusammen mit der im Vergleich zur T1-
Schnittstelle giinstigeren Position lieSen die Wahl fiir alle weiteren Versuche auf die ZFN Z3

fallen.

4.3 Modifizierte mRNA und dessen Vorteile

Im Zuge der Evaluierung der mRNA-kodierenden Nuklease Z3 wurde im weiteren Verlauf
durch Modifikation unterschiedlicher Verhiltnisse chemisch, modifizierter Nukleoside die
Kinetik und Stabilitit sowie deren immunstimulatorische Eigenschaften untersucht. Die hier
erhaltenen Ergebnisse des zeitlichen Verlaufs der Z3-Expression in A549-Zellen zeigen fiir
modifizierte mRNA eine deutlich hohere translationale Effizienz sowie intrazellulire
Stabilitit fir die Bildung von Z3 Nukleasen. Im Gegensatz zu unmodifizierter mRNA war
hier eine mindestens doppelt so hohe Nuklease-Expression zu erkennen, deren Niveau erst
72 h nach Transfektion abfiel. Durch Inkorporation modifizierter Nukleoside in IVT
mRNA, wie Pseudouridin (¥), 5-Methylcytosin (m5C) oder 2-Thiouridin (s2U) werden
natitrliche, in Zellen vorkommende Ribonukleotide eingebaut. Solch modifizierte mRNAs
entgehen dadurch einer Aktivierung unterschiedlicher RNA-Sensoren, wie TLR7/8, RIG-1
oder PKR und erhéhen somit die Stabilitidt und translationale Effizienz durch verminderten

Abbau der exogen zugefithrten mRNA 7', Vor dem Hintergrund, dass eine Zelle fiinf-
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bis zehnmal mehr RNA als DNA enthilt, missen auch hier spezifische,
immunregulatorische Mechanismen greifen, um Fremd-RNA zu erkennen und folglich
abzubauen. Genauso wie unmethylierte CpG-Motive in Fremd-DNA die strukturelle Basis
fir immunstimulatorische Antworten des angeborenen Immunsystems sind, liegt die
Vermutung nahe, dass zelleigene mRNA durch unterschiedliche Modifikationen sich der
zelluliren Immunantwort entzieht '”. Tatsichlich sind bis heute mehr als 50 solcher
einzigartig vorkommenden, modifizierten Nukleoside in Fukaryoten bekannt. Bakterien
weisen dagegen keine dieser Modifikationen auf **. Fiir die Inkorporation modifizierter
Nukleoside in IVT mRNA existieren mittlerweile unterschiedliche Ansichten fiir eine
optimale Translation und Stabilitit. So konnte Kariko e 4/ fir den Einbau von
100 % W (W) eine hohere Proteinexpression fiir Luciferase- bzw. EPO-kodierende mRNA
nachweisen, als dies fiir m5C-modifizierte mRNA der Fall war """, Bei Kormann und
Kollegen fiithrte dagegen der Ersatz von 25 % Uridin und Cytosin mit m5C bzw. s2U zu
einer erfolgreichen und stabilen Expression von EPO bzw. Foxp3 """, Die beiden, in dieser
Arbeit verwendeten Doppelmodifikationen s2Us/m5C 25 und Wa/m5Cyg) zeigten
beide im Vergleich zu unmodifizierter mRNA eine stabilere Kinetik und translationale
Effizienz, wobei die Z3-Expression fiir die Modifikation W 4/m5Cq,, um nochmals 20 %
hoher lag.

Die Applikation des viralen Vektors Z3 AAV fithrte hingegen erst nach einem Zeitraum von
7 Tagen zu einer stabilen Expression der Z3 Nuklease. Wihrend in anderen Studien fiir
mRNA-kodierende Proteine bereits hohe Expressionslevel nach 6 h gezeigt werden konnte
—was die hier gezeigten Daten eines hohen Expressionslevels nach 24 h unterstiitzt — missen
viral-basierende Vektoren zunichst iber passive Diffusion bzw. aktiven, mikrotubuliren
Transport zum Nukleus gelangen, um nachfolgen tiber nukledre Lokalisationssignale in den
Zellkern aufgenommen zu werden ''***?. Obwohl gezeigt werden konnte, dass bereits 15 min
post Transduktion erste AAVs im Zellkern vorliegen, kann eine stabile Protein-Expression
bis zu mehreren Wochen benétigen *”. Eine optimale AAV-Transduktion hingt dabei von
der Effizient eines jeden Infektionsschrittes ab, d.h. von der Bindung und dem Eintritt in die
Zelle, dem Transport zum und in den Nukleus, dem Uncoating sowie der Zweitstrang-
Synthese **. Limitierende Faktoren liegen besonders im zytosolischen Transport als auch in
der Zweitstrangsynthese **.

Im Gegensatz zu gentherapeutischen Ansitzen, bei denen eine dauerhafte Expression des
Zielproteins angestrebt wird, wire dies in Bezug auf Nukleasen und der damit

einhergehenden Gefahr potentieller Nuklease-induzierter DSBs auflerhalb der Zielsequenz
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nachteilig. Fiir eine entsprechende Genkorrektur und im Rahmen einer HDR-vermittelten
Insertion sollten Nukleasen nur fiir die Dauer des Prozesses der Homologen Rekombination

207

DSBs erzeugen ©. Die hier erlangten Ergebnisse unterstreichen das Potential modifizierter,
mRNA-kodierender Nukleasen aufgrund der zeitlich begrenzten, stabilen Expression. Fiir i
vivo-Applikationen muss mRNA zudem im entsprechendem Malle von Zellen des
Lungengewebes aufgenommen werden, um eine adidquate Proteinexpression zu
gewahrleisten. Prinzipiell sind eukaryotische Zellen fahig ,,nackte” mRNA aufzunehmen.
Jedoch ist die Aufnahmerate sowie der zytoplasmatische Transport mit weniger als 1 von
10.000 Molekiilen der initial eingesetzten mRNA minimal '”. Die Aufnahme kann dabei
durch komplexierende Strukturen wie Nanaopartikel (NPs) verbessert werden. Dies bestitigt
auch der Vergleich intratracheal (i.t.) applizierter mRNA-kodierender Z3 Nukleasen
unterschiedlicher Modifikationen mit und ohne Komplexierung in NPs. Hierbei stieg der
Anteil 3xFLAG-exprimierender Nukleasen bei Administration mit NPs in allen behandelten
Gruppen signifikant gegeniiber der Gabe ,nackter, unmodifizierter mRNA. Dieser
deutliche Unterschied, welcher bei modifizierten Z3 Nukleasen einen Anstieg um mehr als
das Hundertfache mit sich fiihrte, ist daher der Komplexierung in NPs geschuldet. Dabei
bewerkstelligt das durch Chitosan erzeugte kationische PLGA-Polymer nicht nur die
Kondensierung der Oligonukleotide um ein vielfaches, sondern férdert auch die Anlagerung
und Aufnahme dieser an und durch die negativ geladene Zelloberfliche. Zudem weisen die
meisten NPs protonierbare Aminogruppen auf, die bei saurem pH - und somit nach
Aufnahme in Endosomen - durch Abfangen von Protonen einen weiteren Abfall des pH-
Wertes verhindern. Nach endosomaler Aufnahme bewirkt dies zusitzlich einen Influx von
Chloridionen. Damit erh6ht sich die Ionenkonzentration innerhalb des Kompartiments und
fihrt so zu einem Anstieg des osmotischen Drucks durch die gleichzeitige Aufnahme von
H,O. In Folge dessen kommt es zur Ruptur der Endosomen und zur Freisetzung der mRNA
in das Zytoplasma der Zelle **. Dieser sog. Protonenschwamm-Effekt fordert somit die
Aufnahme von mRNA in Lungenzellen und verhindert die vorzeitige Degradation durch
RNasen *”?". Dies bestitigen auch die durchflusszytometrischen Analysen der Nuklease-
Expression in Lungen-, AT-II- und Clara-Zellen. Hier zeigte sich im Vergleich zu
unmodifizierter mRNA ebenfalls eine signifikant erhéhte Aufnahme und Expression
modifizierter Z3 Nukleasen, wobei fir die Modifikation s2U2s5/m5Cps ein zusitzlicher
Anstieg in der Expression zu beobachten war. Die Kombination aus modifizierter mRNA,
welche korpereigene mRNA imitiert und sich dadurch einer Immunantwort entzieht,

zusammen mit der verbesserten Aufnahme tiber die Komplexierung in NPs, fithrte demnach
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zu einer deutlich gesteigerten Expression der Z3 Nukleasen im Lungengewebe. Dass diese
auch in epitheliale Lungenzellen aufgenommen und exprimiert wurden, beweisen zudem die
Fluoreszenz-mikroskopischen Aufnahmen. Auch hier zeigte sich im Gegensatz zur
Applikation unmodifizierter Z3 mRNA fir die Modifikationen ein hoheres
Fluoreszenzsignal.

Die Abwesenheit einer Immunreaktion auf synthetisch hergestellte IVT mRNA nach i.t.
bzw. intraperitonealer (i.p.) Applikation unterstreicht nochmals dessen anti-
117,118,133

inflammatorische Eigenschaften

verschiedenen endosomalen (TLR3, TLR7 und TLR8) sowie zytoplasmatischen (PKR, RIG-

Einzelstringige mRNA kann dabei von

I, MDAS5 und OAS) Rezeptoren des angeborenen Immunsystems detektiert und als fremd
erkannt werden. Die daraus resultierende Aktivierung unterschiedlicher pro-
inflammatorischer Signalwege begiinstigt die Synthese von Interferonen (IFN, bspw. IFNa
und IFNP), dem zumor necrosis factor (INF) sowie Interleukinen (IL, bspw. IL-6 und IL-
12) 2132212215 Als potentestes, strukturelles pro-inflammatorisches Motif fiir die Bildung von
IFNa in Immunzellen haben sich poly(U)-reiche Sequenzabschnitte herausgestellt. Diebold
und Kollegen konnten hierfiir die Aktivierung von TLR7 und die Synthese einer IFNa-
vermittelten Immunantwort in dendritischen Zellen zeigen '*. In nicht-immunologischen
Zellen wird die Produktion von IFN vorwiegend durch die Rezeptoren RIG-I und MDA5
vermittelt **'**!%, Diese zytosolischen mRNA-Sensoren beeinflussen ebenfalls die Effizienz
der mRNA-Translation und fithren zum Stopp dieser sowie zum Abbau der RNA . Der
Einbau modifizierter Nukleoside, wie ¥ oder s2U, hat demnach zur Folge, dass die mRNA
fiir RNA-Sensoren undetektierbar bleibt und eine Immunantwort ausbleibt ', Die hier
erhaltenen Ergebnisse bestitigen dies deutlich. Weder nach 6 h noch nach 24 h nach i.t.
Applikation konnte eine IFNa-vermittelte Immunantwort nachgewiesen werden. Dass die
alleinige Gabe von NPs ebenfalls zu keiner erhéhten IFNa-Synthese fithrte unterstreicht
auch dessen anti-inflammatorischen Charakter *"°. Lediglich die i.p. Gabe von IVT mRNA
fihrte zu einem temporiren Anstieg der IFNa-Level. Diese normalisierten sich jedoch

wieder nach 24 h auf ein anti-inflammatorisches Niveau.

Die hier erthobenen Daten verdeutlichen die Bedeutung modifizierter, mRNA-kodierender
Nukleasen fiir gentherapeutische Ansitze eindrucksvoll. So besitzt diese nicht nur eine fur
die Induktion eines DSBs zeitlich begrenzte und stabile Kinetik, sondern fithren dariiber
hinaus durch die Inkorporation modifizierter Nukleotide zu einer effizienten Translation

mRNA-kodierender Nukleasen bei gleichzeitigem Ausbleiben einer Immunantwort. Durch
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die zusitzliche Gabe eines Donor-Templates konnte hier ebenfalls der erfolgreiche Einbau
einer Nhel-Restriktionsschnittstelle ex 720 nachgewiesen werden.

Aufgrund der besseren Aufnahme und Expression modifizierter s2U g25/m5C25-mRNA in
Lungenzellen von BALB/c-Miusen, wurde diese fiir die folgende 7 vivo-Genkorrektur SP-
B defizienter Miuse verwendet. Der Einfachheit wurde diese Modifikation als

7.3 nec-mRNA (engl. nuclease-encoding, chemically modified mRIN.A) bezeichnet.

4.4 Nuklease-vermittelte Homologe Rekombination in vivo

Der virale, Nuklease-vermittelte Transfer korrigierter Wildtyp-Kopien in Mutationen
beherbergende Gen-Loci, konnte bereits erfolgreich fiir entsprechende Krankheitsbilder
demonstriert werden, so zum Beispiel fiir die Bluterkrankheit Himophilie B '"**'°. Neben
dem Risiko viral-bedingter Insertionen und der damit -einhergehenden Gefahr
chromosomaler Mutationen sowie dem Verlust endogener, regulatorischer Signale, kann eine
dauerhafte Aktivitit viral-vermittelter Nukleasen durch Induktion von DSBs aul3erhalb der
Zielsequenz das Risiko zusitzlicher mutagener Ereignisse erhéhen "', Auch wenn ZFNs
durch ihre sequenzspezifische Bindung und die Voraussetzung der Dimerisierung der Fokl-
Domine die Wahrscheinlichkeit fir etwaige Nebeneffekte reduzieren, so zeigte sich
beispielsweise in einer Studie von Gabriel e7 a/, dass die Frequenz ZFN-vermittelter off-farget
Effekte im Vergleich zur Zielsequenz zwar um den Faktor 100 geringer war, jedoch
Nuklease-induzierte DSBs und damit Insertionen/Deletionen an unerwiinschten Gen-Loci
auftraten *'. Bine zeitlich begrenzte Expression der Nukleasen durch IVT mRNA kann
somit die Wahrscheinlichkeit unerwinschter DSBs auflerhalb der Zielsequenz reduzieren
und bietet damit einen grundlegenden Vorteil der Risikominimierung hinsichtlich klinisch

relevanter Applikationen.

Dass die Z3 nec-mRNA-vermittelte Integration des CAG-Reparatur-Templates ebenso
erfolgreich zu einer transgenen Insertion fiithrte wie die durch Z3 AAV-Nukleasen, konnte
hier zunachst Gber die ex vivo Genkorrektur primiarer Fibroblasten festgestellt werden. Dabei
zeigte sich eindeutig, dass mRNA-kodierende Z3 Nukleasen ebenfalls effektiv. DSBs
generierten und somit Gber das Reparatur-Template den Einbau des konstitutiv aktiven
Promoters durch den Reparaturmechanismus der HDR gewihrleisten. Dies bestitigte sich
auch eindrucksvoll in den nachfolgenden Tierexperimenten hinsichtlich der Genkorrektur

SP-B defizienter Mause. Nach i.t.-Applikation des AAV-Reparatur-Templates sowie der Z3
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nec-mRNA bzw. des Z3 AAV konnte hier eine signifikante Steigerung der Uberlebensrate
im Vergleich zu den Kontrollgruppen festgestellt werden. Wie Abb. 3.7 nochmals
verdeutlicht, kam es hier zu der gewtinschten Insertion des CAG-Promoters zwischen die
SP-B ¢cDNA und dem CMV Minimalpromoter. Nach Einbau der Zielsequenz hingt die
Transkription der SP-B ¢cDNA somit nicht mehr von der Anwesenheit exogen zugeftihrten
Doxycyclins ab, sondern kann aufgrund der konstitutiven Aktivitit des CAG-Promoters
unabhingig davon stattfinden. Infolge dessen wird auch funktionales SP-B Protein
synthetisiert, welches fiir die Ausbildung des Oberflichen-aktiven Swurfactants und damit einer
adidquaten Lungenfunktion essentiell ist .

Dies beweisen zum einen die immunhistochemischen Untersuchungen auf SP-B in
Lungenschnitten behandelter Miuse, als auch der direkte Nachweis von SP-B tber die
Western Blot-Analysen. Im Vergleich zu Kontrollmiausen, welchen kontinuierlich
Doxycyclin zugefithrt wurde, war hier kein Unterschied in der Expression an funktionalem
SP-B  festzustellen, d.h. das natirliche Expressionsniveau konnte erfolgreich
wiederhergestellt werden. Bei Miusen, denen entweder Mock-AAV und/oder Mock-mRNA
appliziert wurde, blieb die Synthese des SP-B Proteins aus. Dies verdeutlicht nochmals die
Notwendigkeit eines entsprechend ausgerichteten AAV-Donor-Templates, dessen
Sequenzbereiche um das Insert homolog der Zielsequenz sein miissen, sowie der
Notwendigkeit sequenzspezifischer Nukleasen, welche den DSB erzeugen. In zahlreichen
Studien konnte bereits gezeigt werden, dass sich durch die Induktion von DSBs die
Hiufigkeit fiir eine HDR um das bis zu 1000-fache erhéht 2%, Dabei ist auch die Linge
der homologen Bereiche um das Insert zu beriicksichtigen **. Moehle e 4/ konnten
beispielsweise eine 5 %-ige transgene Insertion erreichen, dessen Template homologe
Sequenzbereiche von 750 bp aufwiesen . Dies ist vergleichbar mit der Linge, welche auch
in dieser Studie fiir die homologen Sequenzabschnitte konzeptioniert wurden. Daneben liegt
die erfolgreiche Insertion des Transgens auch in einem effizienten Transfer des AAV-
Reparatur-Templates in das Lungengewebe begriindet. Fur die Transduktion wurden hier
AAVG6 Vektoren verwendet, welche bereits in Studien zur Transduktionseffizienz in Lungen
ihre Uberlegenheit gegentiber anderen AAV-Vektoren, wie AAV2 oder AAVS5,

verdeutlichten 2%

%, Verantwortlich hierfiir ist u.a. das im AVV6 vorkommende Heparin-
Bindungsmotiv, welches die effiziente Bindung an das Glykosaminoglykan und damit die
Transduktion alveolirer Epithelzellen begiinstigt *****’. Dabei konnte in einer Studie gezeigt
werden, dass im Vergleich zu AAV2-Vektoren eine AAV6 Vektor-Dosis von 10" distale

Lungenbereiche um das bis zu 34-fache besser infiziert **'.
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Die gentherapeutische Korrektur des SP-B Lokus fiihrte jedoch nicht nur auf molekularer
Ebene zu einer erfolgreichen Wiederherstellung der SP-B Proteinsynthese, sondern zeigte
ebenfalls eine deutliche Verbesserung der physiologischen Parameter. Die Messung der
Compliance ist dabei ein wichtiger Indikator fir die Dehnbarkeit der Lunge und gibt Auskunft
dartber, inwieweit die Lunge aufgrund der fehlenden Ausbildung des Surfactants die
Ausprigung himorrhagischer und inflammatorischer Areale, sowie Odemen begiinstigt.
Eine SP-B Defizienz fihrt dabei terminal zum Lungenversagen aufgrund der aberranten
Ausbildung von SP-B und folgend des Oberflichen-aktiven Flussigkeitfilms. In Folge dessen
reduziert sich die Oberflichenspannung im alveoliren Lungengewebe und fithrt so zum
Lungenkollaps ***** Die exogene Substitution von synthetisch hergestelltem Surfactant —
und damit auch SP-B - wird bereits klinisch bei Neugeborenen mit respiratorischem
Atemnotsyndrom (ARDS, engl. acute respiratory distress syndrome) eingesetzt und verdeutlicht
dessen fundamentale Rolle in der Wiederherstellung einer adiquaten Lungenfunktion ">
Der gentherapeutische Ansatz lisst diese Substitution obsolet werden und korrigiert
dauerhaft dessen Ursache. Dies unterstreicht ebenfalls die signifikante Steigerung der
Lungen-Compliance behandelter SP-B Mause. Die i.t.-Applikation des Donor-Templates sowie
der Z3 nec-mRNA fithrte dabei ebenso wie die Gabe des Z3 AAV zu einer regelrechten
Ausbildung der Compliance. Dabei lagen die Werte im Normalbereich Doxycyclin-behandelter
Miuse. Aufgrund der fehlenden Synthese von SP-B in den Kontrollgruppen zeigte sich hier
cine deutlich reduzierte Dehnbarkeit der Lunge. Dies bestitigten ebenfalls die
Lungenaufnahmen sowie die quantitative Auswertung hidmorrhagischer Lungenareale.
Ahnlich dem klinischen Bild eines ARDS wiesen Kontrollgruppen zahlreiche Schidigungen

des Lungenparenchyms, wie Einblutungen und Odeme auf *»

. Die geringe bzw.
ausbleibende SP-B Synthese fiihrt dabei zu grundlegenden Verinderungen in der alveoliren
Stabilitit und ist assoziiert mit Entziindungsreaktionen. In einer klinischen Studie zur
Untersuchung Swurfactant-assoziierter Proteine in der BALF von Patienten vor und nach
ARDS konnte ein direkter Zusammenhang zwischen niedrigen SP-A und SP-B
Konzentrationen und der Ausbildung von Entziindungsreaktionen gezeigt werden. In der
BALF von Patienten vor Auftreten eines ARDS stieg dabei die Anzahl an
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten an ****. Im Zuge eines ARDS kommt es
folgend zu einem Verlust der epithelialen Integritit, wodurch u.a. der Flissigkeitstransport

durch AT-II-Zellen beeintrachtigt wird. Dadurch wird die alveolire Flussigkeit nicht mehr

ausreichend entfernt, was die Bildung von Odemen begiinstigt ***. Der erfolgreiche Einbau
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des CAG-Promoters und die damit verbundene SP-B Synthese konnte ebenfalls durch die
Messung des Atemwiderstandes verifiziert werden. Auch hier zeigte sich im Vergleich zu den
Positivkontrollen nach Methacholin-Gabe keine Abnahme des Atemwiderstands in den
Hauptgruppen Gen-manipulierter SP-B Mause.

Im Rahmen einer durch Z3 nec-mRNA bzw. durch die viralen Vektoren verursachten
Immunantwort wurde zusitzlich die BALF der jeweiligen Gruppen auf das pro-
inflammatorische Interleukin IL-12 untersucht. IL.-12 ist dabei das Produkt aktivierter
Entziindungszellen und ist an der Ausprigung Tul-vermittelter Immunantworten
beteiligt '”. Das Interleukin ist vornehmlich fiir die Differenzierung naiver T-Zellen in
Tnl-Zellen verantwortlich und somit als T-Zell-stimulierender Faktor aktiv *°. T1.-12
stimuliert dabei die Produktion von Interferon-y (IFN-y) und des Tumor-Nekrose-Faktor o
(TNFo) und unterdriickt die IL.-4 vermittelte Suppression von IFN-y. Das Interferon wird
wiederum als Antwort auf virale sowie bakterielle/7z witro translatierte Nukleinsiuren
gebildet. Dadurch kommt es einerseits zur Inhibierung der viralen Proteinsynthese,
andererseits werden als fremd erkannte Nukleinsiduren abgebaut '*>'***7. Fiir IVT mRNA
konnte Kormann sowie Kariko e al bereits zeigen, dass unmodifizierte mRNA zur
IL-12 Synthese in PBMCs sowie Dentritischen Zellen fihrt, wihrend in Anwesenheit
modifizierter Nukleoside eine solche Antwort ausbleibt ''»'’. ITm Gegensatz dazu hingt die
humorale und zellulire Antwort beit AAV-Vektoren vom Kapsid sowie vom Transgen selbst
ab. Dass diese relativ sicher in ihrer Applikation sind zeigen zahlreiche klinische Studien der
letzten 20 Jahre. Dabei wurden AAV-Vektoren fiir verschiedene gentherapeutische Ansitze
in unterschiedlichen Organen, wie der Leber, dem zentralen Nervensystem aber auch der
Lunge verwendet ©**. Die Ausbildung einer humoralen Antwort ist dabei organspezifisch,
beeinflusst jedoch eher die Effizient des eingebrachten Transgens als das allgemeine
Sicherheitsprofil selbst **. Die hier erhobenen Daten zur I11.-12 Konzentration in der BALF
behandelter Miuse bestitigen dies, sowohl fiir die Applikation der Z3 nec-mRNA als auch
tir die AAV-Vektoren. Weder in den Kontroll- noch in den behandelten Hauptgruppen kam
es zu einem signifikanten Anstieg der IL-12 Werte. Die ausbleibende Immunantwort auf
73 nec-mRNA untermauert damit nochmals die fehlende Synthese des pro-
inflammatorischen INF-a nach i.t.-Applikation. Die zusitzlich differentielle Zellzahl-Analyse
der Immunzellen in der BALF zeigte ebenfalls keinen Nukleinsdure- bzw. viral-bedingten
Anstieg an Neutrophilen, Eosinophilen sowie Lymphozyten. Im Vergleich zu PBS-
behandelten SP-B Miusen blieb auch der Anteil an Makrophagen konstant.
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Insgesamt konnte damit fiir den gentherapeutischen Ansatz mit Z3 nec-mRNA ein im
Vergleich zu Z3 AAV behandelten Miusen vergleichbares Sicherheitsprofil nachgewiesen
werden, wobei der Z3 nec-mRNA zusitzlich der Vorteil einer zeitlich limitierten Expression

obliegt.

ZFNs, als ein vielseitiges Werkzeug fir die Erzeugung sequenzspezifischer
Deletionen/Insertionen hinsichtlich diverser Gen-Funktions-Analysen, aber auch im
Hinblick eines HDR-vermittelten Transfers korrigierter Sequenzabschnitte im Zuge
gentherapeutischer Ansitze, haben im Laufe der letzten Jahre zunehmend an Bedeutung
gewonnen und wurden mittlerweile in unterschiedlichsten Modell-Organismen, wie der

95,103,134,135,216 SO kOﬁﬂtC

Maus, der Ratte, dem Zebrafisch oder Xengpus untersucht
beispielsweise die Generierung von Deletionen verschiedener Linge von bis zu 15 kb
innerhalb des humanen CCR5-Gens demonstriert werden *°. CCR5 ist dabei ein ideales
therapeutisches Ziel, aufgrund der Beobachtung, dass Individuen mit Mutationen, welche
das Gen inaktivieren, nicht nur gesund sind, sondern auch eine natiirliche Resistenz
gegeniiber HIV-Infektionen besitzen **. ZFNs, welche das CCR5-Gen sequenzspezifisch
schneiden, finden sich auch mittlerweile erfolgreich in klinischen Studien wider ***. Dass
mRNA-kodierende Nukleasen ebenso effektiv wie sequenzspezifisch schneiden kénnen,
zeigten unter anderem Geurts ef /. fir ZFNs sowie Wefers und Kollegen fir TALENs
hinsichtlich der Etablierung von £nack-out Ratten via embryonaler Mikroinjektion >, Dies
bestitigen auch die durch den Mismatch-sensitiven T7-Endonuklease I Assay erhaltenen
Ergebnisse beziiglich der Schnitt-Effizienz der Z3 nec-mRNA. Verglichen mit dem viralen
Transfer der Z3 Nukleasen war der Anteil in der Generierung von zndels annihernd gleich.
Auch wenn die mRNA-kodierenden Nukleasen zeitlich begrenzt exprimiert werden, so zeigt
sich hier keine Einschrinkung in der Nuklease-vermittelten Induktion von DSBs, was deren
Potential zur Risikominimierung nochmals unterstreicht. Eine erfolgreiche HDR-vermittelte
Insertion des CAG-Promoters in den SP-B Lokus konnte ebenfalls nachgewiesen werden
und untermauert somit die in dieser Studie gemachten Beobachtungen einer signifikant
héheren Ubetlebensrate gentherapeutisch korrigierter SP-B Mzuse. Die Effizienz der HDR
ist dabei mit anderen Studien vergleichbar. Li und Kollegen konnten beispielsweise in einem
murinen Modell zur Korrektur der Himophilie B eine Insertion des humanen F9-Gens

13 Unter

(Exone 2-8) in den entsprechend mutierten Lokus von ca. 5 % erreichen
natirlichen Umstinden wiirde die Frequenz einer homologen Rekombination bei

1:1.000.000 liegen, einem Level, das unzureichend fiir therapeutische Zwecke wire *****. Die
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sequenzspezifische Induktion Nuklease-induzierter DSBs erhoht jedoch das Ereignis einer
HDR um ein Vielfaches, so dass 1 von 100 Zellen oder mehr sich dem gewiinschten

243244

Reparaturmechanismus unterzieht Zu Dbertcksichtigen ist auch, dass die

Wahrscheinlichkeit einer HDR in der S- und G2-Phase des Zellzyklus hoher ist, als in sich

245,246

nicht teilenden Zellen . Berticksichtig man dies, so ist der hier ermittelte Anteil der HDR

fir die Insertion des Reparatur-Templates in einem therapeutisch relevanten Rahmen.

Der Umstand, dass die Gen-korrigierten SP-B Miuse zwar signifikant linger als die der
Kontrollgruppen tiberlebten, es jedoch nicht zu einer dauerhaft, stabilen Genexpression
kam, kann der Tatsache geschuldet sein, dass hier die sich in den Alveolen vorwiegend
befindlichen AT-I-Zellen korrigiert worden sind. Berticksichtigt man den Anteil alveolirer
Stammzellen von 5 % in Bezug auf die Gesamtoberfliche, so lisst dies vermuten, dass nur
ein geringer, jedoch nicht ausreichender Teil der AT-1I-Zellen korrigiert worden ist.
Prinzipiell musste 25 % des urspringlich synthetisierten SP-B wiederhergestellt werden, um
das Ubetleben der transgenen Miuse zu gewihrleisten '*. Die FACS-Analysen 3xFLAG-
markierter Z3 AAV in AT-11-Zellen lassen jedoch mit einem Anteil von unter 10 % darauf
schlief3en, dass auch die Transduktionsrate des Reparatur-Templates ebenso gering ausgefallen
sein muss. Im Umkehrschluss bedeutet dies — bei einem natirlichen Turmover von
durchschnittlich 21 Tagen einer Lungenzelle — dass nicht ausreichend viele Stammzellen
korrigiert worden sind, als dass eine dauerhafte Korrektur gewihrleistet werden konnte **'.
Die Option mehrerer wiederholter it.-Applikationen koénnte womdglich zu diesem
gewtiinschten Therapieziel fuhren, da mit fortschreitender Behandlung die Anzahl
korrigierter AT-II-Stammzellen ansteigen wiirde.

Ubertrigt man die hier erhaltenen Ergebnisse auf den Menschen, so wiirde eine
Wiederherstellung der SP-B Synthese von 5 - 10 % ausreichen, um das Krankheitsbild
zumindest in Richtung eines milden Verlaufs zu korrigieren **. Die hier ermittelte HDR von

etwa 9 % dirfte demzufolge ausreichen, um den Verlauf der Krankheit zu verbessern.

Die hier erhaltenen Daten verdeutlichen die Signifikanz mRNA-basierter Gentherapien. So
konnte hier nicht nur die erfolgreiche Genkorrektur SP-B defizienter Miuse gezeigt werden,
sondern auch, dass durch die Modifikation zz vitro transkribierter mRNA eine potentiell
Risiko-behaftete Immunantwort durch Nachahmung natiirlich vorkommender Nukleoside
ausbleibt. Im Gegensatz zu einem rein viralen Transfer — dessen dauerhafte Nuklease-

Expression etwaige off-farget Effekte provoziert — liegt der zusitzliche Vorteil in der zeitlichen
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Begrenzung mRNA-kodierender Nukleasen. Die Gefahr fiir potentielle, Nuklease-bedingte
Mutationen wird dadurch minimiert und unterstreicht dessen Relevanz im Rahmen

klinischer, gentherapeutischer Ansitze.

4.5 Evaluierung des gentherapeutischen Sicherheitsprofils

Obwohl das potentielle Risiko rekombinanter AAV Vektoren fiir eine chromosomale
Insertion weitestgehend eliminiert wurde, koénnen dennoch spontane Integrationen
auftreten ***. Wild-Typ AAVs enthalten fiir die Replikation und Kapsidbildung funktional
wichtige Gene, die sog. 7¢p- und cap-Gene. Die Protein-Produkte, besonders des 7¢p-Gens,
interagieren dabei im Laufe der AAV DNA-Replikation mit spezifischen Sequenzen, wie
dem RBE (engl. rep-binding element) und der trs (engl. terminal resolution site). Diese wiederum
sind innerhalb der die 7gp- und wp-Gene flankierenden I'TRs (engl. inverted terminal repeats)
lokalisiert. Fiir eine chromosomale Integration des AAVs miissen die beiden Elemente, RBE
und trs, ebenfalls in einem gewissen Abstand innerhalb des Genoms vorkommen 9 Zwar
weist das humane Genom mehrere rep-Bindungsstellen auf, jedoch konnte anhand von
Datenbank-Recherchen gezeigt werden, dass eine solche Stelle nur ein einziges Mal — und

zwar auf Chromosom 19 im AAVS7-l.ocus — vorkommt 22!

. Heutzutage werden
rekombinante AAV-Vektoren verwendet, denen die 7¢p- und cap-Gene fehlen. An Stelle
dieser werden Transgene eingebaut. Da die ITRs ebenfalls cs-aktive Elemente fur die
Replikation enthalten, kann somit eine potentielle virale Integration ausgeschlossen werden.
Dennoch konnten in Studien von Nakai sowie Donsante e# o/ AAV-Integrationen in
Hepatozyten nachgewiesen werden *>**. Nakai und Kollegen zeigten dabei, dass in einigen
Fillen Sequenz-Mikrohomologien zwischen I'TRs und der chromosomalen DNA bestehen.
Dartiber hinaus werden AAV-Insertionen mit chromosomalen Deletionen als Resultat von
DSBs und anschlieBendem NHE] assoziiert . Dies unterstiitzen Untersuchungen, in denen
eine direkte Korrelation zwischen genomischer Instabilitit (hervorgerufen durch DNA-
schidigende Substanzen) wund stabiler AVV-Transduktion nachgewiesen werden

konnte #>%°

AAV-DNA binden *”. Im Umkehrschluss bedeutet dies jedoch, dass rekombinante AAV's

. Zudem konnte gezeigt werden, dass Proteine des NHE]J-Komplexes lineare

nicht aktiv in das Genom integrieren, sondern vielmehr in bereits bestehende chromosomale
DSBs integrieren. Im Rahmen gentherapeutischer Ansitze, in denen Nukleasen fiir den
Einbau korrigierter Sequenzabschnitte verwendet werden, muss daher vielmehr auf das

Sicherheitsprofil der Nukleasen selbst — d.h. deren potentielle Eigenschaft aulerhalb der
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Zielsequenz zu schneiden - geachtet werden, als auf eine durch den Virus bedingte,

chromosomale Integration.

Fir die Effektivitait und Spezifitit von ZFNs sind wiederum mehrere Faktoren in Betracht
zu ziechen: Zum einen muss die Zielsequenz zuginglich fur die entsprechenden DNA-
Bindungsdominen sein. Kompakte Chromatinstrukturen, DNA-Modifikationen oder

28 Daneben kann die

andere Faktoren konnen die Bindung an die Zielsequenz verhindern
Spezifizitit einzelner ZF-Dominen erheblich variieren. So binden manche ZF-Tripletts
ebenso gut an anderen Basen als die eigentlich priferierten Basen. Zu berticksichtigen ist
auch, dass zwar die gesamte Bindungssequenz eines ZFN-Paares mindestens 18 bp (9 + 9)
lang ist und somit einzigartig innerhalb des Genoms sein sollte, beriicksichtigt man jedoch
nur eine einzelne Bindungsdomine, so kommt diese Sequenz innerhalb des Genoms mehr
als 10.000 Mal vor, was mogliche gff-target Effekte deutlich erhoht *. Die Bildung von Fokl-
Homodimeren kann ebenfalls dazu beitragen. So kénnen sich bei hohen ZFN Konzentration
auch Dimere bilden, die unabhingig von ihren Zielsequenzen auftreten und schneiden **.

Um die Spezifitit zu verbessern, hat sich der wissenschaftliche Fokus in den letzten Jahren

vorwiegend auf drei wichtige Faktoren gerichtet:

(1) Optimierung der ZF-Bindungs-Domine durch Erhohung der Affinitit durch
zusitzliche ZF bzw. durch Einbau kurzer Linker zwischen den ZF-Modulen "%,

(2) Optimierung der Linker zwischen ZF-Domine und Fo£l Nuklease durch Anpassung
dieser an die GroB3e des jeweiligen Spacers (als Spacer wird die Sequenz bezeichnet,
welche zwischen den beiden Bindungsdominen liegt und in welcher der Schnitt
erfolgt) *".

(3) Optimierung der Fokl Nuklease-Domine durch Einfithrung bestimmter Mutationen
an den wihrend der Dimerisierung funktional beteiligten Resten der katalytischen

Doméine 259,262,263

Die in dieser Arbeit verwendeten ZFNs weisen pro ZFN nicht nur drei, sondern gleich vier
solcher Bindungsdominen auf, was die Spezifitit nochmals deutlich erhéht. Die
Wahrscheinlichkeit, dass diese Sequenz innerhalb des murinen Genoms vorkommt, reduziert
sich damit um den Faktor 64. Das heil3t, eine solche Sequenz deckt sich anstatt der 10.000
Mal nur noch 190 Mal mit der genmischen Sequenz der Maus. Die zusitzliche Mutation
innerhalb der katalytischen Domine der Fokl-Nuklease sorgt ebenfalls fir die Spezifitit

durch Reduktion auftretender Homodimere. Die Analysen potentieller Sequenzabschnitte

DISKUSSION | 133



fir die Generierung von DSBs und damit méglicher viraler Integrationen aullerhalb der
Zielsequenz bestitigen dies (Daten nicht gezeigt). Hier zeigten sich keine Insertionen, was
eine relativ hohe Sperzifitit vermuten lisst. Um weitere potentielle off-farget Effekte
auszuschlieBen, mtusste eine ganzheitliche Genomanalyse durchgefiihrt werden. Jedoch
konnte bereits gezeigt werden, dass sequenzspezifische Nukleasen, die einmalige,
genomische  Sequenzabschnitte  binden, keine substantiellen  offzarger  Effekte

generierten 264,265,

Beziiglich des Sicherheitsaspekts dieses gentherapeutischen Ansatzes ist davon auszugehen,
dass — bedingt durch die zeitlich begrenzte (im Falle der Z3 nec-mRNA), aber hohe
Bindungsspezifitit der Nukleasen sowie den Integrations-defizienten viralen Vektoren —
genomische off-target Effekte weitestgehend vermieden werden konnten, was die Relevanz fiir

mogliche klinische Anwendungen ebenfalls unterstreicht.

4.6 Grenzen des SP-B Tiermodells

Auch wenn die in dieser Arbeit korrigierte Zielsequenz ein Transgen ist, d.h. ein in den
Mausstamm eingebrachtes SP-B cDNA-Konstrukt, und somit nicht der eines humanisierten
Mausmodells entspricht, so dhnelt die phinotypische Ausprigung nach Absetzen von
Doxycyclin doch sehr dem Krankheitsbild von Patienten mit SP-B Defizienz: neben
Verdickungen der Alveolarwinde, einer ausgeprigten zelluliren Infiltration, der Bildung von
interstitialen Odemen, sowie dem Anstieg an Makrophagen und Neutrophilen, ist ebenfalls
ein signifikanter Abfall in der Lungenfunktion (Compliance) sowie die Entwicklung eines
akuten Atemnotsyndroms, welches innerhalb von drei bis fiinf Tagen zum Tod der Méuse
fiihrt, zu beobachten ***. Die SP-B Protein-Level, welche unter der Gabe von Doxycyclin
erhalten wurden, entsprechend ebenfalls annidhernd denen in Wild-Typ Miusen
(siche Abb. 4.2). Nichtsdestotrotz steht hier nach korrektem Einbau der Zielsequenz die SP-
B ¢cDNA unter der Kontrolle eines konstitutiv und sehr stark aktiven CAG-Promoters, der
entsprechend zu relativ hohen Konzentrationen an SP-B fithrt. Dies erklirt auch, warum die

Korrektur eines geringen Anteils an Lungenzellen zu den hier erhaltenen hohen SP-B Leveln

fuhrt.
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Abb. 4.2: SP-B Expression der BALF von transgenen SP-B und Wild-Typ BALB/c Miusen. Der Unterschied in
der Expression von SP-B war zwischen den beiden Mauslinien nicht signifikant (n.s.). Boxen reprisentieren Mediane +
IQRs (Interquartilsabstinde), Whisker die Minima und Maxima. n = 5 (SP-B Miuse) und n = 6 (BALB/c Miuse) pro
Gruppe.

Transfizierte und korrigierte AT-II-Zellen produzieren demnach viel mehr an
entsprechendem Protein, als dies in Wild-Typ AT-II-Zellen der Fall war. Zudem fithrt die
starke Expression ebenfalls dazu, dass SP-B viel gleichmiBiger tiber die Lunge verteilt wird,
was zu den hier erhaltenen, hohen Proteinkonzentrationen in den Western Blot Analysen
fihrt. Daneben spiegelt die hier durchgefithrte PCR-basierte Quantifizierung des CAG-
Promoters wahrscheinlich nur einen gewissen Teil der tatsdchlichen Integration wider, da

hier Amplikons von zwei vollig unterschiedlichen PCR-Reaktionen verglichen wurden.

Vor dem Hintergrund, dass diese Studie der Grundlagenuntersuchung und somit dem proof
of principle dient, reprasentieren die hier verwendeten transgenen SP-B defizienten Mause ein
ideales Modell, und zwar aus den folgenden Grinden: (1) Das Absetzen von Doxycyclin
fihrt hier zu phinotypischen Verinderungen, wie diese auch unter humanen Bedingungen
beobachtet werden. (2) Die Administration von Doxycyclin fithrt zu SP-B Leveln
vergleichbar zu denen in Wild-Typ Miusen. (3) Der Parameter ,,Uberleben ist ein ideales
Maf3 fur die Effizienz des gentherapeutischen Ansatzes.

Fir einen klinisch relevanten Ansatz musste das System im Weiteren an humanisierten
Tiermodellen untersucht und evaluiert werden. Das Einbringen humaner Gene in bspw.
Mauslinien ermdglicht die Untersuchung diverser, human-bezogener Krankheiten und hat

in den letzten zehn Jahten enorm an Bedeutung gewonnen *’. Gerade im Hinblick auf die
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Anwendung therapeutisch relevanter Ansitze bieten diese Tiermodelle die ideale Grundlage
fir zukinftige klinische Untersuchungen. Einer der entscheidenden Vorteile ist dabei, dass
tber die Transplantation humaner, himatopetischer Stammzellen sich diese in verschiedene
himatopoetische Zelllinien differenzieren kénnen und somit humane Immunantworten

268210 Rrst kiirzlich wurde ein Mausmodell entwickelt, in das vier

widerspiegeln kénnen
humane Gene, welche fiir Zytokine kodieren und damit wichtig fiir die Zellentwicklung des
angeborenen Immunsystems sind, in die entsprechenden Loci der Maus eingebracht worden
sind . Eine Evaluierung méglicher immunstimulatorischer Effekte gegentiber nec-mRNA
oder AAVs konnte somit noch spezifischer evaluiert werden. Durch das zusitzliche
Einbringen von Zielgenen, wie bspw. dem humanen SP-B Lokus (mit oder ohne Krankheits-
verursachenden Mutationen), konnten zudem fir den Menschen potentiell hochspezifische,

sowie off-target Effekt-arme Nukleasen im Vorfeld klinischer Anwendungen ausgemacht und

verifiziert werden.
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4.7 Aussicht

Das wissenschaftliche Feld gentherapeutischer Ansitze zur kurativen Behandlung Gen-
bedingter Defekte hat in den letzten Jahren - gerade durch die Entwicklung
sequenzspezifischer Nukleasen, wie ZFNs, TALENs oder dem CRISPR-Cas-System -
enorm an Bedeutung gewonnen "%

Gerade vom dem Hintergrund klinisch relevanter Strategien ist die Sicherstellung
Nebenwirkungs-armer Behandlungen eine essentielle Grundvoraussetzung, um die Gefahr
potentiell auftretender, genotoxischer sowie immunstimulatorischer Effekte in einem
abschitzbaren Rahmen zu halten. Durch den kontinuietlichen Fortschritt der verschiedenen
Nuklease-Plattformen konnten bereits vielversprechende Erfolge hinsichtlich einer
Minimierung von unerwiinscht auftretenden off-arget Effekten erzielt werden ”'. Strukturelle
Verinderungen sowie Selektions-basierte Ansitze haben dabei die Spezifitit und Effektivitit
von ZFNs oder TALENs deutlich erhéht ***%*%?7 Neueste Forschungsergebnisse
schlagen ebenfalls die zusitzliche Inhibition der fiir das NHE] verantwortlichen DNA Ligase
IV vor. Im Kontext eines gentherapeutischen Ansatzes konnte dabei die Rate fiir den Einbau
eines Konstruktes zu Gunsten der HDR um das bis zu 19-fache erh6ht werden ™,

Um Nukleasen entsprechend in Zielzellen einzubringen, sind heutzutage virale Vektoren das
Mittel der Wahl. Nahezu 70 % aller klinischen Studien im Bereich der Gentherapie beruhen
auf einem solchen Transfer, bedingt durch deren hohe Effizienz einer stabilen
Expression *>*%. Obwohl die gebriuchlichsten viralen Vektoren (Lentiviren fiir den ex vivo-
Gentransfer in himatopoetische Stammzellen, AAVs fir den iz wivo-Gentransfer in
postmitotische Zellen) episomal vorliegen, so bergen diese doch ein gewisses Risiko, gerade
im Hinblick auf Integrations-bedingte, genomische Mutationen, sowie die Stimulation einer

Immunantwort ©

. Die dauerhafte Expression im Zuge einer Nuklease-vermittelten
Genkorrektur wiirde zudem die Wahrscheinlichkeit fir das Risiko unerwiinschter
Nebeneffekte durch Induktion von DSBs auflerhalb der Zielsequenz — und damit auch die
Wahrscheinlichkeit viral-bedingter Mutationen — erhéhen >, Fiir klinisch relevante Ansitze
ist daher die Minimierung solcher genotoxischer Effekte von essentieller Bedeutung.

Eine vielversprechende Alternative zum viralen Nuklease-Transfer bietet die erst seit einigen
Jahren in den Fokus wissenschaftlicher Untersuchungen gertickte messenger RNA. Eine
solche, auf mRNA-basierte Induktion von DSBs fir den Einbau entsprechender
Reparaturkonstrukte hat dabei entscheidende Vorteile: (1) Anders als virale Vektoren besitzt

mRNA ein zeitlich begrenztes Expressionsmuster, wodurch etwaige, durch Nukleasen

vermittelte, mutagene Effekte innerhalb des Genoms reduziert werden konnen. (2) Durch
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den Einbau chemisch modifizierter Nukleoside in die mRNA kénnen Immunantworten
weitestgehend vermieden werden, da diese natirlich vorkommende Nukleinsiuren
nachahmen und so RNA-Sensoren fiir deren Abbau inaktiv bleiben. (3) Die transiente
Nuklease-Expression vermindert zudem das Risiko viral-bedingter Mutationen und kann
ebenfalls (4) die Gefahr fir die Bildung neutralisierender AntikGrper gegeniiber viralen
Vektoren reduzieren. (5) Die Eigenschaft von IVT mRNA, effektiv innerhalb der Zelle bzw.
des Zellkerns exprimiert zu werden, ist zusatzlich dessen strukturellem Aufbau geschuldet.
Durch die Modifikation des 5-Caps (wie bspw. ARCA) sowie des 3°-Poly(A)-Schwanzes
kann ebenfalls die Expressionsdauer sowie die Translationseffizienz gesteigert werden '".

Zusammen mit speziell beschichteten NPs, welche den optimalen Transfer in das
Zielgewebe gewihrleisten, kann so eine effektive und sichere Genmanipulation auch auf
andere Krankheitsfelder tibertragen werden und bietet somit eine vielversprechende und vor
allem Risiko-minimierte Alternative fiir die kurative, gentherapeutische Behandlung, wie
beispielsweise der Cystischen Fibrose, der [B-Thalassimie oder Krebs-bedingten

Erkrankungen.
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Anh. 5.2: Expression von 3xFLAG-markierten TALENs und ZFNs in MLE12-Zellen. (A) MLE12-Zellen (murine
AT-II Zellen) wurden mit je 1 pg ZFN- oder TALEN-pDNA transfiziert (linker Balken = linke TALEN, rechter
Balken = rechte TALEN) bzw. als Kontrolle untransfiziert gelassen. Nach 24 h wurde die Expression mittels
Durchflusszytometrie gemessen. Gezeigt ist die Transfektionseffizienz (% 3xFLAG Expression, linke y-Achse) und die
mediane Fluoreszenzintensitiat (MFI, rechte y-Achse, blaue Linien) aus drei gepoolten Proben. (B) Reprisentative FACS
Dot-Plots von 3xFLAG-exprimierenden MLE12-Zellen. MLE12-Zellen wurden hierfiir mit Plasmid-kodierenden
TALEN- (T1, T2, T3) und ZFN- (22, 7.3, 74, 75) Nukleasen transfiziert. L. = linker Arm, R = rechter Arm. Alle Assays
wurden in Triplikaten durchgefiihrt.
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Anh. 5.3: Z3 Aminosiure-Sequenz. Aminosiure-Sequenz von 3xFLAG-markiertem (A) linkem Z3-Arm und (B) rechtem
7.3-Arm
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REM DAPI 3XFLAG FITC

Anbh. 5.4: Korrelative mikroskopische Aufnahme Z3 mRNA-transfizierte A549-Zellen. Die Uberlagerung mehrerer
unabhingiger Fluoreszenzmikroskopischer (DAPI und FITC) sowie Rasterelektronenmikroskopischer (REM) Aufnahmen,
erlaubt die genaue Lokalisation 3xFLLAG-markierter Z3-Nukleasen im Zellkern. MaB3stab, 10 pm.
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Anbh. 5.5: Widerstand der Lungen nach Gen-Manipulation transgener SP-B Mause. Der Widerstand wurde in Bezug
auf die durchschnittlich erhaltenen Werten nach Ende jeder Perfusion zu den Werten nach jeder Auswasch-Periode der
Positivkontrollen (+Doxy) bzw. der Hauptgruppen A und B gesetzt. Dabei wurde Methacholin in ansteigenden
Konzentrationen verabreicht, um die bronchiale Hyperreaktivitit zu messen (n = 3 pro Gruppe).
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Anh. 5.6: Vergleich der himorrhagischen Lungenareale (semiquantitative Analyse der Daten aus Anh. 4.5 und
Abb. 3.13). Sofern die linke Lunge cine partielle Himorrhagie zeigte, wurde dies als ,,1° gewertet. Wenn mehr als die Halfte
des Lungenfliigels betroffen war, wurde dies als ,,2 gewertet. Dem rechten Lungenfligel (bestehend aus 4 Lungenlappen)
wurde fiir Anzeichen himorrhagischer Areale je Lappen die Zahl ,,1* zugewiesen. Insgesamt konnte somit ein Maximalwert
von ,,6“ erreicht werden. Linien reprisentieren den durchschnittlichen Wert der untersuchten Lungen (n = 3 je Gruppe).
(A) Anzahl himorrhagischer Areale vor Perfusion und (B) nach Perfusion. *, P < 0,05 versus Doxy-Kontrolle (+Doxy)
sowie Gruppen A und B. §, P < 0,05 versus Doxy-Kontrolle und Gruppe B. Mann-Whitney Test, zweiseitig mit
asymptotischer Signifikanz.
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SP-B cDNA

Anh. 5.7: Sequenzierung der Zielsequenz. Dazu wurden AT-1I-Zellen innerhalb der Gruppen (A — F) gepoolt, die DNA
isoliert und PCR-Amplifikate (P1/P2) in TOPO-Vektoren kloniert. Die Amplifikate wurden anschlieBend sequenziert. Die
korrekte Integration der Zielsequenz wurde durch den nahtlosen Ubergang zwischen rechtem Homologiearm (RHA) und
SP-B ¢cDNA verifiziert. Diese war positiv fir PCR-Sequenzen der Gruppe A und B.
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Anh. 5.8 PCR und T7-Assay von DNA-Proben der Gruppe C. Die Behandlung transgener SP-B-Miuse mit dem AAV-
Donot-Tenplate fithrte zu keiner zufilligen Integration des CAG-Promoters, wie die Abwesenheit jeglicher Sekundirbanden
beweist. Fur die P1/P2-PCR wurde die DNA jeweils gepoolt (n = 6). L, DNA-Leiter; (-), Negativ-Kontrollen ohne DNA-
Template.
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Anh. 5.9: 3xFLAG Expressions-Score. Semiquantitative Analyse der Immunfluoreszenzaufnahmen aus Abb. 3.18. Boxen
reprisentieren Mediane + IQRs (Interquartilsabstinde), Whisker die Minima und Maxima. n = 6 pro Gruppe. *, P < 0,05
versus Kontrollgruppe (+Doxy) und Gruppe A.
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Anh. 5.10: 3xFLAG-Exprssion in (A) Lungenzellen und (B) AT-II-Zellen. SP-B Miusen (n = 2 — 6) wurden nach
entsprechender Behandlung die Lungen entnommen, diese verdaut und die Lungenzellen isoliert und entsprechend dem
Zelltyp fir die anschlieBende FACS-Analyse markiert. * P < 0,05 versus Kontrollgruppe (+Doxy); ** P < 0,01 versus
Kontrollgruppe (+Doxy).
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5.2 Sequenzen — SP-B Kassette, nRINA- Templates und AAVs

SP-B Locus (die unterlegte Sequenz ist nicht mehr vorhanden, sobald die transgene Integration erfolgt
ist)

rot = Bindungsstellen T1 (links und rechts)
grin = Bindungsstelle Z3 (links und rechts)
grau = tetO

orange = CMV mininaml promoter

blau = SP-B cDNA

»X“ = unbekannte Nukleotide

CCTCGAGTTTACCACTCCCTATCAGTOGATAGCAGCAAAAGTGAAAGTCGAGTTTACCACTCC
CTATCAGTGATACAGAAAAGTGAAAGTCGAGTTTACCACTCCCTATCAGTOGATAGAGA
AAAGTGAAAGTCGAGTTTACCACT CCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAAAGTCGAGTT
TACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAAAGTCGAGTTTACCACTCCCTATCAGT
GATAGAGAAAAGTGAAAGTCGAGTTTACCACTCCCTATCAGTGATAGCAGAAAAGTGAAA
GT

STeTcTeee SERTOI i
GCAGCC CTACTGCAGTGGCTACTG
CTGCTTCCTACCCTCTGCTGCCCAGGTGCAGCTATCACGTCGGCCTCATCCCTGGAGT
GTGCACAAGGCCCTCAATTCTGGTGCCAAAGCCTGGAGCATGCAGTGCAGTGCAGAGC
CCTGGGGCACTGCCTGCAGGAAGTCTGGGGGCATGCAGGAGCTAATGACCTGTGCCA
AGAGTGTGAGGATATTGTCCACCTCCTCACAAAGATGACCAAGGAAGATGCTTTCCAGG
AAGCAATCCGGAAGTTCCTGGAACAAGAATGTGATATCCTTCCCTTGAAGCTGCTTGTG
CCCCGGTGTCGCCAAGTGCTTGATGTCTACCTGCCCCTGGTTATTGACTACTTCCAGAG
CCAGATTAACCCCAAAGCCATCTGCAATCATGTGGGCCTGTGCCCACGTGGGCAGGCT
AAGCCAGAACAGAATCCAGGGATGCCGGATGCCGTTCCAAACCCTCTGCTGGACAAGC
TGGTCCTCCCTGTGCTGCCAGGAGCCCTCTTGGCAAGGCCTGGGCCTCACACTCAGGA
CTTCTCTGAGCAACAGCTCCCCATTCCCCTGCCCTTCTGCTGGCTTTGCAGAACTCTGA
TCAAGCGGGTTCAAGCCGTGATCCCCAAGGGTGTGCTGGCTGTGGCTGTGTCCCAGGT
GTGCCACGTGGTACCCCTGGTGGTGGGTGGCATCTGCCAGTGCCTGGCTGAGCGCTA
CACAGTTCTCCTGCTAGACGCACTGCTGGGCCGTGTGGTGCCCCAGCTAGTCTGTGGC
CTTGTCCTCCGATGTTCCACTGAGGATGCCATGGGCCCTGCCCTCCCTGCTGTGGAGC
CTCTGATAGAAGAATGGCCACTACAGGACACTGAGTGCCATTTCTGCAAGTCTGTGATC
AACCAGGCCTGGAACACCAGTGAACAGGCTATGCCACAGGCAATGCACCAGGCCTGCC
TTCGCTTCTGGCTAGACAGGCAAAAGTGTGAACAGTTTGTGGAACAGCACATGCCCCAG
CTGCTGGCCCTGGTGCCTAGGAGCCAGGATGCCCACATCACCTGCCAGGCCCTTGGC
GTATGTGAGGCCCCGGCTAGCCCTCTGCAGTCGTTCCAAACCCCACACCTCTGAXXXX
XTCTAGAGGGCCCGTTTAAACCCGCTGATCAGCC
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Transgene SP-B Kassette nach Einbau in den SP-B Locus (unterstrichen ist der CAG-Promoter,
farblich markiert seine einzelnen Elemente

orange = CMV IE Enhancer,
braun = CB Promoter,
violett = pClI Part;

grin = P3 (Z3 for),

blau = P1 (Z3 rev)

rot = P2 (CAG for)

CCTCGAGTTTACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAAAGTCGAGTTTACCACTC
CCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAAAGTCGAGTTTACCACTCCCTATCAGTGATAGAGA
AAAGTGAAAGTCGAGTTTACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAAAGTCGAGTT
TACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAAAGTCGAGTTTACCACTCCCTATCAGT
GATAGAGAAAAGTGAAAGTCGAGTTTACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAAA
GTCGAGCTCGGTACCCGGGTCGAGGTAGGCGTGTACGETCCGAGGCCTATATAAGCA
GAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTC
CATAGAAGACACCGGGCTAGCGGATCCTCTAGAACTATAG

CATGTCGAGGCCACGTTCTGCTTCACTCTCCCCATCTCCCCCCCCTCCCCAC
CCCCAATTTTGTATTTATTTATTTTTTAATTATTTTGTGCAGCGATGGGGGCGGGGGGGG
GGGGCGCGCGCCAGGCGGGGCGGGGCGGCGGCGAGGGGCGGGGCGGGGCGAGGCGG
AGAGGTGCGGCGGCAGCCAATCAGAGCGGCGCGCTCCGAAAGTTTCCTTTTATGGC
GAGGCGGCGGCGGCGGCGGCCCTATAAAAAGCGAAGCGCGCGGCGGGCGGGAGCAA
GCTTTATTGCGGTAGTTTATCACAGTTAAATTGCTAACGCAGTCAGTGCTTCTGACACAA
CAGTCTCGAACTTAAGCTIGCAGAAGTIGGTCGTG T . A
GGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACAGAGAAGA
CTCTTGCGTTTCTGATAGGCACCTATTGGTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCC
ACAGGTGTCCACTCCCAGTTCAATTACAGCTCTTAAGGCTAGAGTACTTAATACGACTCA
CTATAGGCTAGCCTCGAGAATTCTGCAGATATCCAGCACAGTGGCGGCCGCTAGGCAG
CCATGGCCAAGTCGCACCTACTGCAGTGGCTACTGCTGCTTCCTACCCTCTGCTGCCC
AGGTGCAGCTATCACGTCGGCCTCATCCCTGGAGTGTGCACAAGGCCCTCAATTCTGG
TGCCAAAGCCTGGAGCATGCAGTGCAGTGCAGAGCCCTGGGGCACTGCCTGCAGGAA
GTCTGGGGGCATGCAGGAGCTAATGACCTGTGCCAAGAGTGTGAGGATATTGTCCACC
TCCTCACAAAGATGACCAAGGAAGATGCTTTCCAGGAAGCAATCCGGAAGTTCCTGGAA
CAAGAATGTGATATCCTTCCCTTGAAGCTGCTTGTGCCCCGGTGTCGCCAAGTGCTTGA
TGTCTACCTGCCCCTGGTTATTGACTACTTCCAGAGCCAGATTAACCCCAAAGCCATCT
GCAATCATGTGGGCCTGTGCCCACGTGGGCAGGCTAAGCCAGAACAGAATCCAGGGAT
GCCGGATGCCGTTCCAAACCCTCTGCTGGACAAGCTGGTCCTCCCTGTGCTGCCAGGA
GCCCTCTTGGCAAGGCCTGGGCCTCACACTCAGGACTTCTCTGAGCAACAGCTCCCCA
TTCCCCTGCCCTTCTGCTGGCTTTGCAGAACTCTGATCAAGCGGGTTCAAGCCGTGATC
CCCAAGGGTGTGCTGGCTGTGGCTGTGTCCCAGGTGTGCCACGTGGTACCCCTGGTG
GTGGGTGGCATCTGCCAGTGCCTGGCTGAGCGCTACACAGTTCTCCTGCTAGACGCAC
TGCTGGGCCGTGTGGTGCCCCAGCTAGTCTGTGGCCTTGTCCTCCGATGTTCCACTGA
GGATGCCATGGGCCCTGCCCTCCCTGCTGTGGAGCCTCTGATAGAAGAATGGCCACTA
CAGGACACTGAGTGCCATTTCTGCAAGTCTGTGATCAACCAGGCCTGGAACACCAGTG
AACAGGCTATGCCACAGGCAATGCACCAGGCCTGCCTTCGCTTCTGGCTAGACAGGCA
AAAGTGTGAACAGTTTGTGGAACAGCACATGCCCCAGCTGCTGGCCCTGGTGCCTAGG
AGCCAGGATGCECACATCACCTGCCAGGCCCTTGGCGTATGTGAGGCCCCGGCTAGC
CCTCTGCAGTCGTTCCAAACCCCACACCTCTGAXXXXXTCTAGAGGGCCCGTTTAAACC
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CGCTGATCAGCC

pVAX.102425.A120 (T1 links)

GACTCTTCGCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTA
ATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATA
ACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCA
ATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGT
GGACTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTA
CGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACAT
GACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCAT
GGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGA
TTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACG
GGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGT
GTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTA
CTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAA
ACTTAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTAGCTCTCTG
GCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGA
GAGCCAAGCTGACTAGCGTTTAAACTTAAGCTGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATT
CGCCATGGACTACAAAGACCATGACGGTGATTATAAAGATCATGACATCGATTACAAGG
ATGACGATGACAAGATGGCCCCCAAGAAGAAGAGGAAGGTCGGCATCCACGGGGTAC
CTATGGTGGACTTGAGGACACTCGGTTATTCGCAACAGCAACAGGAGAAAATCAAGCCT
AAGGTCAGGAGCACCGTCGCGCAACACCACGAGGCGCTTGTGGGGCATGGCTTCACT
CATGCGCATATTGTCGCGCTTTCACAGCACCCTGCGGCGCTTGGGACGGTGGCTGTCA
AATACCAAGATATGATTGCGGCCCTGCCCGAAGCCACGCACGAGGCAATTGTAGGGGT
CGGTAAACAGTGGTCGGGAGCGCGAGCACTTGAGGCGCTGCTGACTGTGGCGGGTGA
GCTTAGGGGGCCTCCGCTCCAGCTCGACACCGGGCAGCTGCTGAAGATCGCGAAGAG
AGGGGGAGTAACAGCGGTAGAGGCAGTGCACGCCTGGCGCAATGCGCTCACCGGGGC
CCCCTTGAACCTGACCCCAGACCAGGTAGTCGCAATCGCGTCGAATGGCGGGGGAAAGC
AAGCCCTGGAAACCGTGCAAAGGTTGTTGCCGGTCCTTTGTCAAGACCACGGCCTT
ACACCGGATCAAGTCGTGGCCATTGCAAATAATAACGGTGGCAAACAGGCTCTTGAGAC
GGTTCAGAGACTTCTCCCAGTTCTCTGTCAAGCCCACGGGCTGACTCCCGATCAAGTTG
TAGCGATTGCGAGCAACATCGGAGGGAAACAAGCATTGGAGACTGTCCAACGGCTCCT
TCCCGTGTTGTGTCAAGCCCACGGTTTGACGCCTGCACAAGTGGTCGCCATCGCCTCC
CACGACGGCGGTAAGCAGGCGCTGGAAACAGTACAGCGCCTGCTGCCTGTACTGTGC
CAGGATCATGGACTCACCCCAGACCAGGTAGTCGCAATCGCGTCGCATGACGGGGGAA
AGCAAGCCCTGGAAACCGTGCAAAGGTTGTTGCCGGTCCTTTGTCAAGACCACGGCCT
TACACCGGAGCAAGTCGTGGCCATTGCATCAAACGGAGGTGGCAAACAGGCTCTTGAG
ACGGTTCAGAGACTTCTCCCAGTTCTCTGTCAAGCCCACGGGCTGACTCCCGATCAAGT
TGTAGCGATTGCGAGCCATGATGGAGGGAAACAAGCATTGGAGACTGTCCAACGGCTC
CTTCCCGTGTTGTGTCAAGCCCACGGTTTGACGCCTGCACAAGTGGTCGCCATCGACT
CCCACGACGGCGGTAAGCAGGCGCTGGAAACAGTACAGCGCCTGCTGCCTGTACTGT
GCCAGGATCATGGGCTGACCCCAGACCAGGTAGTCGCAATCGCGTCGAACATTGGGG
GAAAGCAAGCCCTGGAAACCGTGCAAAGGTTGTTGCCGGTCCTTTGTCAAGACCACGG
CCTTACACCGGAGCAAGTCGTGGCCATTGCATCAAACGGAGGTGGCAAACAGGCTCTT
GAGACGGTTCAGAGACTTCTCCCAGTTCTCTGTCAAGCCCACGGGCTGACTCCCGATC
AAGTTGTAGCGATTGCGAGCAACATCGGAGGGAAACAAGCATTGGAGACTGTCCAACG
GCTCCTTCCCGTGTTGTGTCAAGCCCACGGTTTGACGCCTGCACAAGTGGTCGCCATC
GCCAACAACAACGGCGGTAAGCAGGCGCTGGAAACAGTACAGCGCCTGCTGCCTGTAC
TGTGCCAGGATCATGGTTTGACCCCAGACCAGGTAGTCGCAATCGCGTCGAACATTGG
GGGAAAGCAAGCCCTGGAAACCGTGCAAAGGTTGTTGCCGGTCCTTTGTCAAGACCAC
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GGCCTTACACCGGAGCAAGTCGTGGCCATTGCATCAAATATCGGTGGCAAACAGGCTC
TTGAGACGGTTCAGAGACTTCTCCCAGTTCTCTGTCAAGCCCACGGGCTGACTCCCGAT
CAAGTTGTAGCGATTGCGAATAACAATGGAGGGAAACAAGCATTGGAGACTGTCCAACG
GCTCCTTCCCGTGTTGTGTCAAGCCCACGGTTTGACGCCTGCACAAGTGGTCGCCATC
GCCTCCAATATTGGCGGTAAGCAGGCGCTGGAAACAGTACAGCGCCTGCTGCCTGTAC
TGTGCCAGGATCATGGCCTGACACCCGAACAGGTGGTCGCCATTGCTAGCCACGATGG
AGGACGGCCAGCCTTGGAGTCCATCGTAGCCCAATTGTCCAGGCCCGATCCCGCGTTG
GCTGCGTTAACGGGATCCCAGCTGGTGAAGAGCGAGCTGGAGGAGAAGAAGTCCGAG
CTGCGGCACAAGCTGAAGTACGTGCCCCACGAGTACATCGAGCTGATCGAGATCGCCA
GGAACAGCACCCAGGACCGCATCCTGGAGATGAAGGTGATGGAGTTCTTCATGAAGGT
GTACGGCTACAGGGGAAAGCACCTGGGCGGAAGCAGAAAGCCTGACGGCGCCATCTA
TACAGTGGGCAGCCCCATCGATTACGGCGTGATCGTGGACACAAAGGCCTACAGCGGC
GGCTACAATCTGCCTATCGGCCAGGCCGACGAGATGGAGAGATACGTGGAGGAGAAC
CAGACCCGGGATAAGCACCTCAACCCCAACGAGTGGTGGAAGGTGTACCCTAGCAGCG
TGACCGAGTTCAAGTTCCTGTTCGTGAGCGGCCACTTCAAGGGCAACTACAAGGCCCA
GCTGACCAGGCTGAACCACATCACCAACTGCAATGGCGCCGTGCTGAGCGTGGAGGA
GCTGCTGATCGGCGGCGAGATGATCAAAGCCGGCACCCTGACACTGGAGGAGGTGCG
GCGCAAGTTCAACAACGGCGAGATCAACTTCAGATCTTGATAACTCGAGCTAATTCTGC
AGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAGCGGCCGCTCGAGTCTAGAGGGCCCGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTG
CCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAG
GTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTA
GGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGG
AAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTACTGGGCGGTT
TTATGGACAGCAAGCGAACCGGAATTGCCAGCTGGGGCGCCCTCTGGTAAGGTTGGGA
AGCCCTGCAAAGTAAACTGGATGGCTTTCTCGCCGCCAAGGATCTGATGGCGCAGGGGA
TCAAGCTCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATT
GCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAA
CAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCG
GTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAAGACGAGGCAG
CGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTG
TCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCC
TGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGC
TGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGA
GCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAG
CATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGAGCATGCCCGAC
GGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAA
ATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCA
GGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGAC
CGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCG
CCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAATTATTAACGCTTACAATTTCCTGATGCGGTATTTTCTC
CTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATACAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTG
CGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGAC
AATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATAGCACGTGCTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAG
GATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTC
GTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTT
TCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTT
TGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAG
ATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTA
GCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCG
ATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCG
GTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACAC
CGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGA
AAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGA
GCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTITTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGAC
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TTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAG
CAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGGCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTT

pVAX.102427.A120 (T1 rechts)

GACTCTTCGCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTA
ATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATA
ACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCA
ATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGT
GGACTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTA
CGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACAT
GACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCAT
GGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGA
TTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACG
GGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGT
GTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTA
CTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAA
ACTTAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTAGCTCTCTG
GCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGA
GAGCCAAGCTGACTAGCGTTTAAACTTAAGCTGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATT
CGCCTAGAGATCTGGCGGCGGAGAGGGCAGAGGAAGTCTTCTAACCTGCGGTGACGT
GGAGGAGAATCCCGGCCCTAGGACCATGGACTACAAAGACCATGACGGTGATTATAAA
GATCATGACATCGATTACAAGGATGACGATGACAAGATGGCCCCCAAGAAGAAGAGGA
AGGTCGGCATTCATGGGGTACCTATGGTGGACTTGAGGACACTCGGTTATTCGCAACA
GCAACAGGAGAAAATCAAGCCTAAGGTCAGGAGCACCGTCGCGCAACACCACGAGGC
GCTTGTGGGGCATGGCTTCACTCATGCGCATATTGTCGCGCTTTCACAGCACCCTGCG
GCGCTTGGGACGGTGGCTGTCAAATACCAAGATATGATTGCGGCCCTGCCCGAAGCCA
CGCACGAGGCAATTGTAGGGGTCGGTAAACAGTGGTCGGGAGCGCGAGCACTTGAGG
CGCTGCTGACTGTGGCGGGTGAGCTTAGGGGGCCTCCGCTCCAGCTCGACACCGGGC
AGCTGCTGAAGATCGCGAAGAGAGGGGGAGTAACAGCGGTAGAGGCAGTGCACGCCT
GGCGCAATGCGCTCACCGGGGCCCCCTTGAACCTGACCCCAGACCAGGTAGTCGCAA
TCGCGTCGCATGACGGGGGAAAGCAAGCCCTGGAAACCGTGCAAAGGTTGTTGCCGG
TCCTTTGTCAAGACCACGGCCTTACACCGGATCAAGTCGTGGCCATTGCAAATAATAAC
GGTGGCAAACAGGCTCTTGAGACGGTTCAGAGACTTCTCCCAGTTCTCTGTCAAGCCCA
CGGGCTGACTCCCGATCAAGTTGTAGCGATTGCGAATAACAATGGAGGGAAACAAGCAT
TGGAGACTGTCCAACGGCTCCTTCCCGTGTTGTGTCAAGCCCACGGTTTGACGCCTG
CACAAGTGGTCGCCATCGCCAACAACAACGGCGGTAAGCAGGCGCTGGAAACAGTACA
GCGCCTGCTGCCTGTACTGTGCCAGGATCATGGACTCACCCCAGACCAGGTAGTCGCA
ATCGCCAACAATAACGGGGGAAAGCAAGCCCTGGAAACCGTGCAAAGGTTGTTGCCGG
TCCTTTGTCAAGACCACGGCCTTACACCGGAGCAAGTCGTGGCCATTGCATCACATGAC
GGTGGCAAACAGGCTCTTGAGACGGTTCAGAGACTTCTCCCAGTTCTCTGTCAAGCCCA
CGGGCTGACTCCCGATCAAGTTGTAGCGATTGCGAGCCATGATGGAGGGAAACAAGCA
TTGGAGACTGTCCAACGGCTCCTTCCCGTGTTGTGTCAAGCCCACGGTTTGACGCCTG
CACAAGTGGTCGCCATCGCCAACAACAACGGCGGTAAGCAGGCGCTGGAAACAGTACA
GCGCCTGCTGCCTGTACTGTGCCAGGATCATGGGCTGACCCCAGACCAGGTAGTCGCA
ATCGCGTCGCATGACGGGGGAAAGCAAGCCCTGGAAACCGTGCAAAGGTTGTTGCCG
GTCCTTTGTCAAGACCACGGCCTTACACCGGATCAAGTCGTGGCCATTGCAAATAATAA
CGGTGGCAAACAGGCTCTTGAGACGGTTCAGAGACTTCTCCCAGTTCTCTGTCAAGCC
CACGGGCTGACTCCCGATCAAGTTGTAGCGATTGCGAATAACAATGGAGGGAAACAAG
CATTGGAGACTGTCCAACGGCTCCTTCCCGTGTTGTGTCAAGCCCACGGTTTGACGCCT
GCACAAGTGGTCGCCATCGCCTCCAATATTGGCGGTAAGCAGGCGCTGGAAACAGTAC
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AGCGCCTGCTGCCTGTACTGTGCCAGGATCATGGTTTGACCCCAGACCAGGTAGTCGC
AATCGCCAACAATAACGGGGGAAAGCAAGCCCTGGAAACCGTGCAAAGGTTGTTGCAG
GTCCTTTGTCAAGACCACGGCCTTACACCGGATCAAGTCGTGGCCATTGCAAATAATAA
CGGTGGCAAACAGGCTCTTGAGACGGTTCAGAGACTTCTCCCAGTTCTCTGTCAAGCC
CACGGGCTGACTCCCGATCAAGTTGTAGCGATTGCGAGCCATGATGGAGGGAAACAAG
CATTGGAGACTGTCCAACGGCTCCTTCCCGTGTTGTGTCAAGCCCACGGTTTGACGCCT
GCACAAGTGGTCGCCATCGCCTCCAACGGTGGCGGTAAGCAGGCGCTGGAAACAGTA
CAGCGCCTGCTGCCTGTACTGTGCCAGGATCATGGCCTGACACCCGAACAGGTGGTCG
CCATTGCTAGCAATAAAGGAGGACGGCCAGCCTTGGAGTCCATCGTAGCCCAATTGTC
CAGGCCCGATCCCGCGTTGGCTGCGTTAACGGGATCCCAGCTGGTGAAGAGCGAGCT
GGAGGAGAAGAAGTCCGAGCTGCGGCACAAGCTGAAGTACGTGCCCCACGAGTACAT
CGAGCTGATCGAGATCGCCAGGAACAGCACCCAGGACCGCATCCTGGAGATGAAGGT
GATGGAGTTCTTCATGAAGGTGTACGGCTACAGGGGAAAGCACCTGGGCGGAAGCAGA
AAGCCTGACGGCGCCATCTATACAGTGGGCAGCCCCATCGATTACGGCGTGATCGTGG
ACACAAAGGCCTACAGCGGCGGCTACAATCTGCCTATCGGCCAGGCCGACGAGATGCA
GAGATACGTGAAGGAGAACCAGACCCGGAATAAGCACATCAACCCCAACGAGTGGTGG
AAGGTGTACCCTAGCAGCGTGACCGAGTTCAAGTTCCTGTTCGTGAGCGGCCACTTCA
AGGGCAACTACAAGGCCCAGCTGACCAGGCTGAACCGCAAAACCAACTGCAATGGCGC
CGTGCTGAGCGTGGAGGAGCTGCTGATCGGCGGCGAGATGATCAAAGCCGGCACCCT
GACACTGGAGGAGGTGCGGCGCAAGTTCAACAACGGCGAGATCAACTTCTGATAACTC
GAGCTAATTCTGCAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAGCGGCCGCTCGAGTCTAGAGGGCCCGTTTAAACCCGCTGATC
AGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCC
TTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCG
CATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGG
GGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTT
CTACTGGGCGGTTTTATGGACAGCAAGCGAACCGGAATTGCCAGCTGGGGCGCCCTCT
GGTAAGGTTGGGAAGCCCTGCAAAGTAAACTGGATGGCTTTCTCGCCGCCAAGGATCT
GATGGCGCAGGGGATCAAGCTCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGAT
TGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGC
TATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAG
CGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTITTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACT
GCAAGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGC
TGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCG
GGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGA
TGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCG
AAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATG
ATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGG
CGAGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAAT
ATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTG
GCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCG
GCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCG
CATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTITCTGAATTATTAACGCTTACAATTTCCTG
ATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATACAGGTGGCACT
TITCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGT
ATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATAGCACGTGCTAAAACTTC
ATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCC
TTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTT
CTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTAC
CAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGC
TTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCA
CTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGG
CTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACC
GGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGA
GCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACG
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CTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGA
GAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGT
TTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCT
ATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGGCTTTTGCTGGCCTTTTG
CTCACATGTTCTT

pVAX.38558.A120 (Z3 links)

GACTCTTCGCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTA
ATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATA
ACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCA
ATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGT
GGACTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTA
CGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACAT
GACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCAT
GGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGA
TTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACG
GGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGT
GTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTA
CTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAA
ACTTAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTAATTCGCCT
AGAGATCTGGCGGCGGAGAGGGCAGAGGAAGTCTTCTAACCTGCGGTGACGTGGAGG
AGAATCCCGGCCCTAGGACCATGGACTACAAAGACCATGACGGTGATTATAAAGATCAT
GACATCGATTACAAGGATGACGATGACAAGATGGCCCCCAAGAAGAAGAGGAAGGTCG
GCATTCATGGGGTACCCGCCGCTATGGCTGAGAGGCCCTTCCAGTGTCGAATCTGCAT
GCGTAACTTCAGTGACCAGTCCAACCTGCGCGCCCACATCCGCACCCACACCGGCGAG
AAGCCTTTTGCCTGTGACATTITGTGGGAGGAAATTTGCCCGCAAGTCCGACCGCATCAA
GCATACCAAGATACACACGGGCAGCCAAAAGCCCTTCCAGTGTCGAATCTGCATGCGT
AAGTTTGCCCGCTCCGACAACCTGTCCGTGCATACCAAGATACACACGGGCGAGAAGC
CCTTCCAGTGTCGAATCTGCATGCGTAACTTCAGTGAGCGCGGCACCCTGGCCCGCCA
CATCCGCACCCACACCGGCGAGAAGCCTTTTGCCTGTGACATTTGTGGGAGGAAATTT
GCCCGCTCCGACGCCCTGACCCAGCATACCAAGATACACCTGCGGGGATCCCAGCTG
GTGAAGAGCGAGCTGGAGGAGAAGAAGTCCGAGCTGCGGCACAAGCTGAAGTACGTG
CCCCACGAGTACATCGAGCTGATCGAGATCGCCAGGAACAGCACCCAGGACCGCATCC
TGGAGATGAAGGTGATGGAGTTCTTCATGAAGGTGTACGGCTACAGGGGAAAGCACCT
GGGCGGAAGCAGAAAGCCTGACGGCGCCATCTATACAGTGGGCAGCCCCATCGATTAC
GGCGTGATCGTGGACACAAAGGCCTACAGCGGCGGCTACAATCTGCCTATCGGCCAG
GCCGACGAGATGCAGAGATACGTGAAGGAGAACCAGACCCGGAATAAGCACATCAACC
CCAACGAGTGGTGGAAGGTGTACCCTAGCAGCGTGACCGAGTTCAAGTTCCTGTTCGT
GAGCGGCCACTTCAAGGGCAACTACAAGGCCCAGCTGACCAGGCTGAACCGCAAAACC
AACTGCAATGGCGCCGTGCTGAGCGTGGAGGAGCTGCTGATCGGCGGCGAGATGATCA
AAGCCGGCACCCTGACACTGGAGGAGGTGCGGCGCAAGTTCAACAACGGCGAGATC
AACTTCTGATAACTCGAGTCTAGAATTCTGCAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCGGCCGCTCGAGTCTAGAGGGCCC
GTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCC
CCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAA
ATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTG
GGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCG
GTGGGCTCTATGGCTTCTACTGGGCGGTTTTATGGACAGCAAGCGAACCGGAATTGCC
AGCTGGGGCGCCCTCTGGTAAGGTTGGGAAGCCCTGCAAAGTAAACTGGATGGCTTTC
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TCGCCGCCAAGGATCTGATGGCGCAGGGGATCAAGCTCTGATCAAGAGACAGGATGAG
GATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGT
GGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCC
GTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCG
GTGCCCTGAATGAACTGCAAGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGG
GCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCT
ATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAA
GTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCC
CATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGG
TCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTG
TTCGCCAGGCTCAAGGCGAGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGC
GATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTG
TGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATT
GCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCG
CTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAATTATTA
ACGCTTACAATTTCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACC
GCATACAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTA
AATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATAG
CACGTGCTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATC
TCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAA
AAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACA
AAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTT
TCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGC
CGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTA
ATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACT
CAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCA
CACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCT
ATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGG
CAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCT
TTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGT
CAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGG
GCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTT

pVAX.38561.A120 (Z3 rechts)

GACTCTTCGCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTA
ATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATA
ACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCA
ATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGT
GGACTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTA
CGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACAT
GACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCAT
GGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGA
TTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACG
GGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGT
GTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTA
CTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAA
CTTAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTAATTCGCCA
TGGACTACAAAGACCATGACGGTGATTATAAAGATCATGACATCGATTACAAGGATGAC
GATGACAAGATGGCCCCCAAGAAGAAGAGGAAGGTCGGCATCCACGGGGTACCCGCC
GCTATGGCTGAGAGGCCCTTCCAGTGTCGAATCTGCATGCGTAACTTCAGTCAGTCCTC
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CGACCTGTCCCGCCACATCCGCACCCACACCGGCGAGAAGCCTTTTGCCTGTGACATT
TGTGGGAGGAAATTTGCCTGGCGCTCCTCCCTGCGCCAGCATACCAAGATACACACGC
ATCCCAGGGCACCTATTCCCAAGCCCTTCCAGTGTCGAATCTGCATGCGTAACTTCAGT
CAGTCCGGCGACCTGACCCGCCACATCCGCACCCACACCGGCGAGAAGCCTTTTGCCT
GTGACATTTGTGGGAGGAAATTTGCCCGCCGCGCCGACCGCGCCAAGCATACCAAGAT
ACACACGCACCCGCGCGCCCCGATCCCGAAGCCCTTCCAGTGTCGAATCTGCATGCGT
AACTTCAGTCGCTCCGACGACCTGACCCGCCACATCCGCACCCACACCGGCGAGAAGC
CTTTTGCCTGTGACATTTGTGGGAGGAAATTTGCCCAGCGCTCCACCCTGTCCTCCCAT
ACCAAGATACACCTGCGGGGATCCCAGCTGGTGAAGAGCGAGCTGGAGGAGAAGAAG
TCCGAGCTGCGGCACAAGCTGAAGTACGTGCCCCACGAGTACATCGAGCTGATCGAGA
TCGCCAGGAACAGCACCCAGGACCGCATCCTGGAGATGAAGGTGATGGAGTTCTTCAT
GAAGGTGTACGGCTACAGGGGAAAGCACCTGGGCGGAAGCAGAAAGCCTGACGGCGC
CATCTATACAGTGGGCAGCCCCATCGATTACGGCGTGATCGTGGACACAAAGGCCTAC
AGCGGCGGCTACAATCTGCCTATCGGCCAGGCCGACGAGATGGAGAGATACGTGGAG
GAGAACCAGACCCGGGATAAGCACCTCAACCCCAACGAGTGGTGGAAGGTGTACCCTA
GCAGCGTGACCGAGTTCAAGTTCCTGTTCGTGAGCGGCCACTTCAAGGGCAACTACAA
GGCCCAGCTGACCAGGCTGAACCACATCACCAACTGCAATGGCGCCGTGCTGAGCGT
GGAGGAGCTGCTGATCGGCGGCGAGATGATCAAAGCCGGCACCCTGACACTGGAGGA
GGTGCGGCGCAAGTTCAACAACGGCGAGATCAACTTCAGATCTTGATAACTCGAGTCTA
GAATTCTGCAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAGCGGCCGCTCGAGTCTAGAGGGCCCGTTTAAACCCGCTGATCAGCC
TCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGA
CCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATT
GTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGG
AGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTAC
TGGGCGGTTTTATGGACAGCAAGCGAACCGGAATTGCCAGCTGGGGCGCCCTCTGGTA
AGGTTGGGAAGCCCTGCAAAGTAAACTGGATGGCTTTCTCGCCGCCAAGGATCTGATG
GCGCAGGGGATCAAGCTCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAA
CAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATG
ACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCA
GGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAA
GACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTG
CTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGG
CAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGC
AATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAA
CATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATC
TGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGA
GCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATAT
CATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCG
GACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCG
AATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCAT
CGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAATTATTAACGCTTACAATTTCCTGAT
GCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATACAGGTGGCACTTTT
CGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTAT
CCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATAGCACGTGCTAAAACTTCAT
TITTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTT
AACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCT
TGAGATCCTTTTTTTICTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCA
GCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTT
CAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACT
TCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGC
TGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGG
ATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGC
GAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCT
TCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGA
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GCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTT
CGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTAT
GGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGGCTTTTGCTGGCCTTTTGCT
CACATGTTCTIT

pVAX.Fopp3.A120

GACTCTTCGCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTA
ATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATA
ACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCA
ATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGT
GGACTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTA
CGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACAT
GACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCAT
GGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGA
TTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACG
GGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGT
GTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTA
CTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAA
ACTTAAGCTTGGTACCTCAGACGAGACTTGGAAGACAGTCACATCTCAGCAGCTCCTCT
GCCGTTATCCAGCCTGCCTCTGACAAGAACCCAATGCCCAACCCTAGGCCAGCCAAGC
CTATGGCTCCTTCCTTGGCCCTTGGCCCATCCCCAGGAGTCTTGCCAAGCTGGAAGAC
TGCACCCAAGGGCTCAGAACTTCTAGGGACCAGGGGCTCTGGGGGACCCTTCCAAGGT
CGGGACCTGCGAAGTGGGGCCCACACCTCTTCTTCCTTGAACCCCCTGCCACCATCCC
AGCTGCAGCTGCCTACAGTGCCCCTAGTCATGGTGGCACCGTCTGGGGCCCGACTAG
GTCCCTCACCCCACCTACAGGCCCTTCTCCAGGACAGACCACACTTCATGCATCAGCTC
TCCACTGTGGATGCCCATGCCCAGACCCCTGTGCTCCAAGTGCGTCCACTGGACAACC
CAGCCATGATCAGCCTCCCACCACCTTCTGCTGCCACTGGGGTCTTCTCCCTCAAGGC
CCGGCCTGGCCTGCCACCTGGGATCAATGTGGCCAGTCTGGAATGGGTGTCCAGGGA
GCCAGCTCTACTCTGCACCTTCCCACGCTCGGGTACACCCAGGAAAGACAGCAACCTT
TTGGCTGCACCCCAAGGATCCTACCCACTGCTGGCAAATGGAGTCTGCAAGTGGCCTG
GTTGTGAGAAGGTCTTCGAGGAGCCAGAAGAGTTTCTCAAGCACTGCCAAGCAGATCAT
CTCCTGGATGAGAAAGGCAAGGCCCAGTGCCTCCTCCAGAGAGAAGTGGTGCAGTCTC
TGGAGCAGCAGCTGGAGCTGGAAAAGGAGAAGCTGGGAGCTATGCAGGCCCACCTGG
CTGGGAAGATGGCGCTGGCCAAGGCTCCATCTGTGGCCTCAATGGACAAGAGCTCTTG
CTGCATCGTAGCCACCAGTACTCAGGGCAGTGTGCTCCCGGCCTGGTCTGCTCCTCGG
GAGGCTCCAGACGGCGGCCTGTTTGCAGTGCGGAGGCACCTCTGGGGAAGCCATGGC
AATAGTTCCTTCCCAGAGTTCTTCCACAACATGGACTACTTCAAGTACCACAATATGCGA
CCCCCTTTCACCTATGCCACCCTTATCCGATGGGCCATCCTGGAAGCCCCGGAGAGGC
AGAGGACACTCAATGAAATCTACCATTGGTTTACTCGCATGTTCGCCTACTTCAGAAACC
ACCCCGCCACCTGGAAGAATGCCATCCGCCACAACCTGAGCCTGCACAAGTGCTTTGT
GCGAGTGGAGAGCGAGAAGGGAGCAGTGTGGACCGTAGATGAATTTGAGTTTCGCAAG
AAGAGGAGCCAACGCCCCAACAAGTGCTCCAATCCCTGCCCTTGACCTCAAAACCAAG
AAAAGGTGGGCGGGGGAGGGGGCCAAAACCATGAGACTGAGGCTGTGGGGGCAAGG
AGGCAAGTCCTACGTGTACCTATGGAAACCGGAATTCTGCAGAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCGGCCGCTCGAGTC
TAGAGGGCCCGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATC
TGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTT
TCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGG
GGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCT
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GGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTACTGGGCGGTTTTATGGACAGCAAGCGAACC
GGAATTGCCAGCTGGGGCGCCCTCTGGTAAGGTTGGGAAGCCCTGCAAAGTAAACTGG
ATGGCTTTCTCGCCGCCAAGGATCTGATGGCGCAGGGGATCAAGCTCTGATCAAGAGA
CAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGC
CGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCT
GATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCG
ACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAAGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGG
CCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGG
ACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCC
TGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCG
GCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGA
TGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCC
AGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGAGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGT
GACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGAT
TCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTAC
CCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTAC
GGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTT
CTGAATTATTAACGCTTACAATTTCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGG
TATTTCACACCGCATACAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTG
TTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATG
CTTCAATAATAGCACGTGCTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCC
TTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAG
ACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCT
GCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTA
CCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCT
TCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACC
TCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACC
GGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGG
GGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTAC
AGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATC
CGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAAC
GCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTT
GTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTA
CGGTTCCTGGGCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTT

AAV CB7 CI-Foxp3

GCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGTCGGGCGA
CCTTTGGTCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACT
CCATCACTAGGGGTTCCTTGTAGTTAATGATTAACCCGCCATGCTACTTATCTACCAGG
GTAATGGGGATCCTCTAGAACTATAGCTAGTCGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATA
GTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACT
TACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATA
ATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGA
CTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGC
CCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACC
TTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTC
GAGGTGAGCCCCACGTTCTGCTTCACTCTCCCCATCTCCCCCCCCTCCCCACCCCCAA
ITTTGTATTTATTTATTTTTTAATTATTTTGTGCAGCGATGGGGGCGGGGGGGGGEGGGEG
GGGCGCGCGCCAGGCGGGGCGGGEGLEGGEGLGAGGGGLGGGGLGGGGCGAGGCGG
AGAGGTGCGGCGGCAGCCAATCAGAGCGGCGCGCTCCGAAAGTTTCCTTTTATGGCGA
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GGCGGCGGCGGCGGCGGCCCTATAAAAAGCGAAGCGCGCGGCGGGCGGGGAGTCGC
TGCGACGCTGCCTTCGCCCCGTGCCCCGCTCCGCCGCLCGCCTCGLCGLLCGLLCCGLece
GGCTCTGACTGACCGCGTTACTCCCACAGGTGAGCGGGCGGGACGGCCCTTCTCCTC
CGGGCTGTAATTAGCGCTTGGTTTAATGACGGCTTGTTTCTTTTCTGTGGCTGCGTGAA
AGCCTTGAGGGGCTCCGGGAGGGCCCTTTGTGCGGGGGGAGCGGCTCGGGGGGTGC
GTGCGTGTGTGTGTGCGTGGGGAGCGCCGCGTGCGGCTCCGCGCTGCCCGGCGGLT
GTGAGCGCTGCGGGCGCGGCGCGGGGCTTTGTGCGCTCCGCAGTGTGCGCGAGGGGA
GCGCGGCLCGGGGGCGGETGCCCCGCGGETGCGCGGEGGEGGEGCTGCGAGGGGAACAAAG
GCTGCGTGCGGGGTGTGTGCGTGGGGGGGTGAGCAGGGGGTGTGGGCGCGTCGGTC
GGGCTGCAACCCCCCCTGCACCCCCCTCCCCGAGTTGCTGAGCACGGCCCGGCTTCG
GGTGCGGGGCTCCGTACGGGGCGTGGCGCGGGGCTCGCCGTGCCGGGCGGGGGGT
GGCGGCAGGTGGGGGTGLCCGGGCGEGGEGCGEGGEGELLCGCCTCGGGLCCGGCGGGAGGGCTC
GGGGGAGGGGCGCGGCGGCCCCCGGAGCGCLCGGCGGLCTGTCGAGGCGCGGCGAGC
CGCAGCCATTGCCTTTTATGGTAATCGTGCGAGAGGGCGCAGGGACTTCCTTTGTCCC
AAATCTGTGCGGAGCCGAAATCTGGGAGGCGCCGCCGCACCCCCTCTAGCGGGCGCG
GGGCGAAGCGGTGCGGCGCCGGCAGGAAGGAAATGGGCGGGGAGGGCCTTCGTGCG
TCGCCGCGCCGCCGTCCCCTTCTCCCTCTCCAGCCTCGGGGCTGTCCGCGGGGGGAC
GGCTGCCTTCGGGGGGGACGGGGCAGGGCGGGGTTCGGCTTCTGGCGTGTGACCGG
CGGCTCTAGAGCCTCTGCTAACCATGTTCATGCCTTCTTCTTTTTCCTACAGCTCCTGGG
CAACGTGCTGGTTATTGTGCTGTCTCATCATTTTGGCAAAGAATTCACGCGTGGTACCT
CAGACGAGACTTGGAAGACAGTCACATCTCAGCAGCTCCTCTGCCGTTATCCAGCCTG
CCTCTGACAAGAACCCAATGCCCAACCCTAGGCCAGCCAAGCCTATGGCTCCTTCCTTG
GCCCTTGGCCCATCCCCAGGAGTCTTGCCAAGCTGGAAGACTGCACCCAAGGGCTCAG
AACTTCTAGGGACCAGGGGCTCTGGGGGACCCTTCCAAGGTCGGGACCTGCGAAGTG
GGGCCCACACCTCTTCTTCCTTGAACCCCCTGCCACCATCCCAGCTGCAGCTGCCTAC
AGTGCCCCTAGTCATGGTGGCACCGTCTGGGGCCCGACTAGGTCCCTCACCCCACCTA
CAGGCCCTTCTCCAGGACAGACCACACTTCATGCATCAGCTCTCCACTGTGGATGCCCA
TGCCCAGACCCCTGTGCTCCAAGTGCGTCCACTGGACAACCCAGCCATGATCAGCCTC
CCACCACCTTCTGCTGCCACTGGGGTCTTCTCCCTCAAGGCCCGGCCTGGCCTGCCAC
CTGGGATCAATGTGGCCAGTCTGGAATGGGTGTCCAGGGAGCCAGCTCTACTCTGCAC
CTTCCCACGCTCGGGTACACCCAGGAAAGACAGCAACCTTTTGGCTGCACCCCAAGGA
TCCTACCCACTGCTGGCAAATGGAGTCTGCAAGTGGCCTGGTTGTGAGAAGGTCTTCG
AGGAGCCAGAAGAGTTTCTCAAGCACTGCCAAGCAGATCATCTCCTGGATGAGAAAGG
CAAGGCCCAGTGCCTCCTCCAGAGAGAAGTGGTGCAGTCTCTGGAGCAGCAGCTGGA
GCTGGAAAAGGAGAAGCTGGGAGCTATGCAGGCCCACCTGGCTGGGAAGATGGCGCT
GGCCAAGGCTCCATCTGTGGCCTCAATGGACAAGAGCTCTTGCTGCATCGTAGCCACC
AGTACTCAGGGCAGTGTGCTCCCGGCCTGGTCTGCTCCTCGGGAGGCTCCAGACGGC
GGCCTGTTTGCAGTGCGGAGGCACCTCTGGGGAAGCCATGGCAATAGTTCCTTCCCAG
AGTTCTTCCACAACATGGACTACTTCAAGTACCACAATATGCGACCCCCTTTCACCTATG
CCACCCTTATCCGATGGGCCATCCTGGAAGCCCCGGAGAGGCAGAGGACACTCAATGA
AATCTACCATTGGTTTACTCGCATGTTCGCCTACTTCAGAAACCACCCCGCCACCTGGA
AGAATGCCATCCGCCACAACCTGAGCCTGCACAAGTGCTTTGTGCGAGTGGAGAGCGA
GAAGGGAGCAGTGTGGACCGTAGATGAATTTGAGTTTCGCAAGAAGAGGAGCCAACGC
CCCAACAAGTGCTCCAATCCCTGCCCTTGACCTCAAAACCAAGAAAAGGTGGGCGGGG
GAGGGGGCCAAAACCATGAGACTGAGGCTGTGGGGGCAAGGAGGCAAGTCCTACGTG
TACCTATGGAAACCGCTCGAGGACGGGGTGAACTACGCCTGAGGATCCGATCTTTTTC
CCTCTGCCAAAAATTATGGGGACATCATGAAGCCCCTTGAGCATCTGACTTCTGGCTAA
TAAAGGAAATTTATTTTCATTGCAATAGTGTGTTGGAATTTTTTGTGTCTCTCACTCGGAA
GCAATTCGTTGATCTGAATTTCGACCACCCATAATACCCATTACCCTGGTAGATAAGTAG
CATGGCGGGTTAATCATTAACTACAAGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTC
TCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGCCCGGG
CTTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGCCTTAATTAACCTAATTCA
CTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCG
CCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGAT
CGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGC
GCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGC
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GCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTT
TCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGC
ACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGA
TAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTC
CAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTITATAAGGGATTTTG
CCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTT
AACAAAATATTAACGCTTACAATTTAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCC
CTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTG
ATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGC
CCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGT
GAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATC
TCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGC
ACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCA
ACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAG
AAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATG
AGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAA
CCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAG
CTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAA
CAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAA
TAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGC
TGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTG
CAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAG
TCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTA
AGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCA
TTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCT
TAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTC
TTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACC
AGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCT
TCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCAC
TTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGC
TGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCG
GATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAG
CGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGC
TTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAG
AGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTT
TCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTA
TGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGC
TCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGA
GTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGA
GGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCAT
TAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAA
TTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTC
GTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCAT
GATTACGCCAGATTTAATTAAGGCCTTAATTAG
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AAV6 CAG SP-B Donor

5 AAV TTR: 3933 — 4051 (119 bp)
ZFN3-Donor-Template: 4087 — 6074 (IOSSIBD)
3 AAV ITR: 6112 — 6241 (130 bp)

GACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTG
ACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCT
CGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTC
CGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACG
TAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCT
TTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTT
TTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAAC
AAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCAGGTGGCACTTTTCG
GGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCC
GCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAG
TATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTITTTG
CTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAG
TGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAA
GAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGT
ATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGT
TGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTAT
GCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATC
GGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCC
TTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCAC
GATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTC
TAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTT
CTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGC
GTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGT
AGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCT
GAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATA
CTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTG
ATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGT
AGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCA
AACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTC
TTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTG
TAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCT
GCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTG
GACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCG
TGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTG
AGCATTGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAA
GCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGG
TATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGC
TCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCC
TGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGG
ATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGA
GCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTT
ACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCAGACCAGCCGCGTAACCTGGCAAAATCGGTT
ACGGTTGAGTAATAAATGGATGCCCTGCGTAAGCGGGTGTGGGCGGACAATAAAGTCT
TAAACTGAACAAAATAGATCTAAACTATGACAATAAAGTCTTAAACTAGACAGAATAGTT
GTAAACTGAAATCAGTCCAGTTATGCTGTGAAAAAGCATACTGGACTTTTGTTATGGCTA
AAGCAAACTCTTCATTTTCTGAAGTGCAAATTGCCCGTCGTATTAAAGAGGGGCGTGGCC
AAGGGCATGGTAAAGACTATATTCGCGGCGTTGTGACAATTTACCGAACAACTCCGCGG
CCGGGAAGCCGATCTCGGCTTGAACGAATTGTTAGGTGGCGGTACTTGGGTCGATATC
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AAAGTGCATCACTTCTTCCCGTATGCCCAACTTTGTATAGAGAGCCACTGCGGGATCGTC
ACCGTAATCTGCTTGCACGTAGATCACATAAGCACCAAGCGCGTTGGCCTCATGCTITG
AGGAGATTGATGAGCGCGGTGGCAATGCCCTGCCTCCGGTGCTCGCCGGAGACTGCG
AGATCATAGATATAGATCTCACTACGCGGCTGCTCAAACCTGGGCAGAACGTAAGCCGC
GAGAGCGCCAACAACCGCTTCTTGGTCGAAGGCAGCAAGCGCGATGAATGTCTTACTA
CGGAGCAAGTTCCCGAGGTAATCGGAGTCCGGCTGATGTTGGGAGTAGGTGGCTACGT
CTCCGAACTCACGACCGAAAAGATCAAGAGCAGCCCGCATGGATTTGACTTGGTCAGG
GCCGAGCCTACATGTGCGAATGATGCCCATACTTGAGCCACCTAACTTTGTTTTAGGGC
GACTGCCCTGCTGCGTAACATCGTTGCTGCTGCGTAACATCGTTGCTGCTCCATAACAT
CAAACATCGACCCACGGCGTAACGCGCTTGCTGCTTGGATGCCCGAGGCATAGACTGT
ACAAAAAAACAGTCATAACAAGCCATGAAAACCGCCACTGCGCCGTTACCACCGCTGCG
TTCGGTCAAGGTTCTGGACCAGTTGCGTGAGCGCATACGCTACTTGCATTACAGTTTAC
GAACCGAACAGGCTTATGTCAACTGGGTTCGTGCCTTCATCCGTTTCCACGGTGTGCGT
CACCCGGCAACCTTGGGCAGCAGCGAAGTCGAGGCATTTCTGTCCTGGCTGGCGAAC
GAGCGCAAGGTTTCGGTCTCCACGCATCGTCAGGCATTGGCGGCCTTGCTGTTCTTCT
ACGGCAAGGTGCTGTGCACGGATCTGCCCTGGCTTCAGGAGATCGGAAGACCTCGGC
CGTCGCGGCGCTTGCCGGTGGTGCTGACCCCGGATGAAGTGGTTCGCATCCTCGGTTT
TCTGGAAGGCGAGCATCGTTTGTTCGCCCAGGACTCTAGCTATAGTTCTAGTGGTTGGC
TACATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCAGAGCATGCCTGCAGGCAGCTGCGC
GCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCGTCGGGCGACCTTTGGTCGCCCGGCCT
CAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGGGGTTCCT
GCGGCCGCACGCGTCGTCTCACATGTGGCGCGCCA
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AATTAATCCGGACC
ACGTGCGGACCGAGCGGCCGCAGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTICTG
CGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGCCCGGGCTTTGC
CCGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGCTGCCTGCAGGAAGCTGTAAGCTTG
TCGAGAAGTACTAGAGGATCATAATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTT
TAAAAAACCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGT
TAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACA
AATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTT
ATCATGTCTGGATCTGATCACTGATATCGCCTAGGAGATCCGAACCAGATAAGTGAAATC
TAGTTCCAAACTATTTTGTCATTTTTAATTTTCGTATTAGCTTACGACGCTACACCCAGTTC
CCATCTATTTTGTCACTCTTCCCTAAATAATCCTTAAAAACTCCATTTCCACCCCTCCCAGTT
CCCAACTATTTTGTCCGCCCACAGCGGGGCATTTTTCTTCCTGTTATGTTTTTAATCAAAC
ATCCTGCCAACTCCATGTGACAAACCGTCATCTTCGGCTACTTTTTCTCTGTCACAGAATG
AAAATTTTTCTGTCATCTCTTCGTTATTAATGTTTGTAATTGACTGAATATCAACGCTTATT
TGCAGCCTGAATGGCGAATG

AAV6-38558 (Z3 links)

5 AAV TTR: 3933 — 4051 (119 b

CMV Promoter: 4060 — 4638
3Flag-NI1.S-38561-Fok-KKR: 4844 — 5992 (iESIB)
bGHpA: 5999 — 6223 (225 bp)

3’ AAV ITR: 6240 — 6369 (130 bp)

GACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTG
ACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCT
CGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTC
CGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACG
TAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCT
TTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTT
TTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAAC
AAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCAGGTGGCACTTTTCG
GGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCC
GCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAG
TATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTT
GCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGT
GGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAA
GAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGT
ATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGT
TGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTAT
GCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATC
GGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCC
TTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCAC
GATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTC
TAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTT
CTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGC
GTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGT
AGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCT
GAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATA
CTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTG
ATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGT
AGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCA
AACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTC
TITTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTG
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TAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCT
GCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTG
GACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCG
TGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTG
AGCATTGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAA
GCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGG
TATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGC
TCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCC
TGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGG
ATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGA
GCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTT
ACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCAGACCAGCCGCGTAACCTGGCAAAATCGGTT
ACGGTTGAGTAATAAATGGATGCCCTGCGTAAGCGGGTGTGGGCGGACAATAAAGTCT
TAAACTGAACAAAATAGATCTAAACTATGACAATAAAGTCTTAAACTAGACAGAATAGTT
GTAAACTGAAATCAGTCCAGTTATGCTGTGAAAAAGCATACTGGACTTTTGTTATGGCTA
AAGCAAACTCTTCATTTTCTGAAGTGCAAATTGCCCGTCGTATTAAAGAGGGGCGTGGCC
AAGGGCATGGTAAAGACTATATTCGCGGCGTTGTGACAATTTACCGAACAACTCCGCGG
CCGGGAAGCCGATCTCGGCTTGAACGAATTGTTAGGTGGCGGTACTTGGGTCGATATC
AAAGTGCATCACTTCTTCCCGTATGCCCAACTTTGTATAGAGAGCCACTGCGGGATCGT
CACCGTAATCTGCTTGCACGTAGATCACATAAGCACCAAGCGCGTTGGCCTCATGCTTGA
GGAGATTGATGAGCGCGGTGGCAATGCCCTGCCTCCGGTGCTCGCCGGAGACTGCG
AGATCATAGATATAGATCTCACTACGCGGCTGCTCAAACCTGGGCAGAACGTAAGCCGC
GAGAGCGCCAACAACCGCTTCTTGGTCGAAGGCAGCAAGCGCGATGAATGTCTTACTA
CGGAGCAAGTTCCCGAGGTAATCGGAGTCCGGCTGATGTTGGGAGTAGGTGGCTACGT
CTCCGAACTCACGACCGAAAAGATCAAGAGCAGCCCGCATGGATTTGACTTGGTCAGG
GCCGAGCCTACATGTGCGAATGATGCCCATACTTGAGCCACCTAACTTTGTTTTAGGGC
GACTGCCCTGCTGCGTAACATCGTTGCTGCTGCGTAACATCGTTGCTGCTCCATAACAT
CAAACATCGACCCACGGCGTAACGCGCTTGCTGCTTGGATGCCCGAGGCATAGACTGT
ACAAAAAAACAGTCATAACAAGCCATGAAAACCGCCACTGCGCCGTTACCACCGCTGCG
TTCGGTCAAGGTTCTGGACCAGTTGCGTGAGCGCATACGCTACTTGCATTACAGTTTAC
GAACCGAACAGGCTTATGTCAACTGGGTTCGTGCCTTCATCCGTTTCCACGGTGTGCGT
CACCCGGCAACCTTGGGCAGCAGCGAAGTCGAGGCATTTCTGTCCTGGCTGGCGAAC
GAGCGCAAGGTTTCGGTCTCCACGCATCGTCAGGCATTGGCGGCCTTGCTGTTCTTCT
ACGGCAAGGTGCTGTGCACGGATCTGCCCTGGCTTCAGGAGATCGGAAGACCTCGGC
CGTCGCGGCGCTTGCCGGTGGTGCTGACCCCGGATGAAGTGGTTCGCATCCTCGGTTT
TCTGGAAGGCGAGCATCGTTTGTTCGCCCAGGACTCTAGCTATAGTTCTAGTGGTTGGC
TACATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCAGAGCATGCCTGCAGGCAGCTGCG
CGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCGTCGGGCGACCTTTGGTCGCCCGGCCTCA
GTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGGGGTTCCTGCG

CTGGCTAACTAGA
GAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCT
GGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTCGCCTAGAGAT
CTGGCGGCGGAGAGGGCAGAGGAAGTCTTCTAACCTGCGGTGACGTGGAGGAGAATCC
CGGCCCTAGGACC
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CTCGAGCTGTGCCTTCTAGT
TGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTC
CCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATT
CTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATA
GCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCGGACCGAGCGGCCGCAGGAACCCC
TAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGA
CCAAAGGTCGCCCGACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGC
GCAGCTGCCTGCAGGAAGCTGTAAGCTTGTCGAGAAGTACTAGAGGATCATAATCAGCC
ATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACACCTCCCCCTGAACCT
GAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTA
CAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGT
TGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGGATCTGATCACTGATATCGC
CTAGGAGATCCGAACCAGATAAGTGAAATCTAGTTCCAAACTATTTTGTCATTTTTAATTT
TCGTATTAGCTTACGACGCTACACCCAGTTCCCATCTATTTTGTCACTCTTCCCTAAATAAT
CCTTAAAAACTCCATTTCCACCCCTCCCAGTTCCCAACTATTTTGTCCGCCCACAGCGGGG
CATTTTTCTTCCTGTTATGTTTTTAATCAAACATCCTGCCAACTCCATGTGACAAACCGTCA
TCTTCGGCTACTTTTTCTCTGTCACAGAATGAAAATTTTTCTGTCATCTCTTCGTTATTAAT
GTTTGTAATTGACTGAATATCAACGCTTATTTGCAGCCTGAATGGCGAATG

AAV6-38561 (Z3 rechts)

5 AAV ITR: 3933 — 4051 (119 bp)
CMV Promoter: 4060 — 4638
3Flag-NI.S-38558-Fok-ELD: 4766 — 6031 (I2G0IBD)
bGHpA: 6038 — 6262 (225 bp)

3 AAV ITR: 6279 — 6408 (130 bp)

GACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTG
ACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCT
CGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTC
CGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACG
TAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTITTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCT
TTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTT
TTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAAC
AAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCAGGTGGCACTTTTCG
GGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCC
GCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAG
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TATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTT
GCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAG
TGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAA
GAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGT
ATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGT
TGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTAT
GCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATC
GGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCC
TTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCAC
GATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTC
TAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTT
CTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGC
GTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGT
AGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCT
GAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATA
CTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTG
ATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGT
AGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCA
AACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTC
TTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTG
TAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCT
GCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTG
GACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCG
TGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTG
AGCATTGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAA
GCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGG
TATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGC
TCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCC
TGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGG
ATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGA
GCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTT
ACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCAGACCAGCCGCGTAACCTGGCAAAATCGGTT
ACGGTTGAGTAATAAATGGATGCCCTGCGTAAGCGGGTGTGGGCGGACAATAAAGTCT
TAAACTGAACAAAATAGATCTAAACTATGACAATAAAGTCTTAAACTAGACAGAATAGTT
GTAAACTGAAATCAGTCCAGTTATGCTGTGAAAAAGCATACTGGACTTTTGTTATGGCTA
AAGCAAACTCTTCATTTTCTGAAGTGCAAATTGCCCGTCGTATTAAAGAGGGGCGTGGCC
AAGGGCATGGTAAAGACTATATTCGCGGCGTTGTGACAATTTACCGAACAACTCCGCGG
CCGGGAAGCCGATCTCGGCTTGAACGAATTGTTAGGTGGCGGTACTTGGGTCGATATC
AAAGTGCATCACTTCTTCCCGTATGCCCAACTTTGTATAGAGAGCCACTGCGGGATCGT
CACCGTAATCTGCTTGCACGTAGATCACATAAGCACCAAGCGCGTTGGCCTCATGCTTG
AGGAGATTGATGAGCGCGGTGGCAATGCCCTGCCTCCGGTGCTCGCCGGAGACTGCG
AGATCATAGATATAGATCTCACTACGCGGCTGCTCAAACCTGGGCAGAACGTAAGCCGC
GAGAGCGCCAACAACCGCTTCTTGGTCGAAGGCAGCAAGCGCGATGAATGTCTTACTA
CGGAGCAAGTTCCCGAGGTAATCGGAGTCCGGCTGATGTTGGGAGTAGGTGGCTACGT
CTCCGAACTCACGACCGAAAAGATCAAGAGCAGCCCGCATGGATTTGACTTGGTCAGG
GCCGAGCCTACATGTGCGAATGATGCCCATACTTGAGCCACCTAACTTTGTTTTAGGGC
GACTGCCCTGCTGCGTAACATCGTTGCTGCTGCGTAACATCGTTGCTGCTCCATAACAT
CAAACATCGACCCACGGCGTAACGCGCTTGCTGCTTGGATGCCCGAGGCATAGACTGT
ACAAAAAAACAGTCATAACAAGCCATGAAAACCGCCACTGCGCCGTTACCACCGCTGCG
TTCGGTCAAGGTTCTGGACCAGTTGCGTGAGCGCATACGCTACTTGCATTACAGTTTAC
GAACCGAACAGGCTTATGTCAACTGGGTTCGTGCCTTCATCCGTTTCCACGGTGTGCGT
CACCCGGCAACCTTGGGCAGCAGCGAAGTCGAGGCATTTCTGTCCTGGCTGGCGAAC
GAGCGCAAGGTTTCGGTCTCCACGCATCGTCAGGCATTGGCGGCCTTGCTGTTCTTCT
ACGGCAAGGTGCTGTGCACGGATCTGCCCTGGCTTCAGGAGATCGGAAGACCTCGGC
CGTCGCGGCGCTTGCCGGTGGTGCTGACCCCGGATGAAGTGGTTCGCATCCTCGGTTT
TCTGGAAGGCGAGCATCGTTTGTTCGCCCAGGACTCTAGCTATAGTTCTAGTGGTTGGC
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TACATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCAGAGCATGCCTGCAGGCAGCTGCG
CGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCGTCGGGCGACCTTTGGTCGCCCGGCCT
CAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGGGGTTCCT
GCGGCCGC

C
TGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGG
GAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAA
TTCGCC

C
TCGAGCTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCT
TGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCG
CATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGG
GGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCGG
ACCGAGCGGCCGCAGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCT
CGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGCCCGGGLCTTTGCCCGG
GCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGCTGCCTGCAGGAAGCTGTAAGCTITGTCG
AGAAGTACTAGAGGATCATAATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAA
AAAACCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTA
ACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAA
TAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTAT
CATGTCTGGATCTGATCACTGATATCGCCTAGGAGATCCGAACCAGATAAGTGAAATCT
AGTTCCAAACTATTTTGTCATTTTTAATTTTCGTATTAGCTTACGACGCTACACCCAGTTC
CCATCTATTTTGTCACTCTTCCCTAAATAATCCTTAAAAACTCCATTTCCACCCCTCCCAG
TTCCCAACTATTTTGTCCGCCCACAGCGGGGCATTTTTCTTCCTGTTATGTTTTTAATCAA
ACATCCTGCCAACTCCATGTGACAAACCGTCATCTTCGGCTACTTTTTCTCTGTCACAGA
ATGAAAATTTTTCTGTCATCTCTTCGTTATTAATGTTTGTAATTGACTGAATATCAACGCT
T
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