Aus dem Lehrstuhl
fur Humangenetik
Prof. Dr. Bernhard Weber
der Fakultat fur Medizin
der Universitat Regensburg

Haplotyp-spezifische Deletionen am Genort des Morbus Best mittels
CRISPR/Cas9 Genom-Editierung

Inaugural - Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Medizin

der
Fakultat fur Medizin

der Universitat Regensburg

vorgelegt von

Isabell Robmer

2023






Aus dem Lehrstuhl
fur Humangenetik
Prof. Dr. Bernhard Weber
der Fakultat fur Medizin

der Universitat Regensburg

Haplotyp-spezifische Deletionen am Genort des Morbus Best mittels
CRISPR/Cas9 Genom-Editierung

Inaugural - Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Medizin

der
Fakultat fur Medizin

der Universitat Regensburg

vorgelegt von

Isabell Robmer

2023



Dekan: Prof. Dr. med. Dirk Hellwig

1. Berichterstatter: Prof. Dr. rer. nat. Bernhard Weber

2. Berichterstatter: PD Dr. Caroline Brandl

Tag der mindlichen Prifung: 14.04.2023



Inhaltsverzeichnis

AT ST 0] a1 o] =TT U o 1
P2 g1 1= (0 ] o o TP P PP PP PPPPPPPPPPN 3
2.1 FUuNKtion der RPE- ZEIIEN ......o it 3
2.2 MOTDUS BEST. ...ttt e e e e e e e e e 4
2.2.1 Molekulargenetische Grundlagen ..., 4
2.2.2 Klinische Erscheinung und Diagnosefindung ..........ccccccvvvviieiiiiiiiiiiiceeee 5
2.3 Gentherapien hereditarer AUgenerkrankungen .............ccooiiiiiiiiiiieeeeee e 8
O O 1] = 1 10
2.4.1 Ursprung des CRISPR/CaS9-SYSIEIMS.......ccuiiiiiiiiiiiiiiiiiee et 10
2.4.2 Genomeditierung mittels CRISPR/CASI .........cooiiiiiiiiiiiiieeeiiieee e 11

2.5 Zielsetzung dieSer ArDEIt ..........ooii i 14

I = 10T = PP PERPPR PP 16
I A = 111 01T o PP PP PPPPPPPRRRPP 16
3.2 BaKIEIENSIAMIME .....oiiiiiiiii e e e 16
LB VEKLOIEIN ...ttt 16
3.4 Klonierte VEKIOrKONSIIUKLE ..........eviiiiiiiiiiiiiie e e e e e e 17
3.5 OlIGONUKIEOTIAE ...t e e e e e e s e e e e e e e e aan 17
3.5.1 Oligonukleotide fUr die SGRNAS ......ccooiiiiiiiiie e 17
3.5.2 Oligonukleotide fir PCR und SEQUENZIEIUNG .......ccvvviiiiieeeeiiiiiiiiieee e 20

BB ENZY NI s 21
3.7 REAKLONSSYSIEIME ....ceiiiiiiii i et e e e e e e e s e e e e e e e e et a e e e e e e e e s annna s e eeeeees 22
3.8 CHEMIKAIIEN ...t e e e e e e e e e e e e e e 22
3.9 Molekularmassenstandard.............cc.ueiiiiiiiieiiii s 23
3.10 PUFFEr UNG MEAIEN ...ttt 24
3.11 ZelKURUIMEIEN ...oeiiiiiiiii e e e 24
A2 GRIAIE ..o 25

T G TS0 11T Z= T (< 26



Y 121 o T = o P 27

4.1 Klonierung von KONSIIUKLEN..........coooiiiii e, 27
4.1.1 PCR- Amplifizierung der DNA-Fragmente .......c.ccvvviiiieiiiieiieeriieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 27
o A o T= T (o 1Y=To [ L= (=] K o] o] g [o ] (=TT I 28
4.1.3 Aufreinigung der PCR-PIOAUKLE..........cooiiiiiiiiiiieee ettt 29
4.1.4 Ligation in pGemM®-T-VEKIOI .........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiieee et 29
4.1.5 Hitzeschock-Transformation in E. coli Bakterien.............ccccceeeiiiiiiiiieeeee e 29
4.1.6 COIONY-PCR ...ttt e et e e e e e e e e e e e e 30
4.1.7 Plasmid Praparation-Mini Prap ........cooouiiiiiiii et eeeann e 30
4.1.8 SANQETr SEQUENZIEIUNG ..eeevertruuireeeeeeeeetttuaaseeeesereettnneeeeeererrrnnnreeeeerrerrnaeaeeees 31
4.1.9 RESINKIONSVEITAU ....ccoiiiiiiiiiiiii ettt a e 32
4.1.10 Ligation in die EXpressionSVeKIOreN...........ovvivviiiiiieiiiiiiieiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeee e 32
4.1.11 Herstellung von GIYCEroIStOCKS.........covviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee ettt 35

4.2 Kultivierung der ZelliMIEN........oouiieiiiieee e 35
4.2.1 Kultivierung HEK 293T- ZElIEN ......ouiiiiiiiiieeee e 35
4.2.2 Kultivierung FIBrobIasten..............uviiiiiii e 36

4.3 Transfektionen der ZelEn .............viiiiiiiii e 36
4.3.1 Chemische Reverse Transfektion der HEK 293T- Zellen ...........ccccovvevveiiiniinnee 36
4.3.2 Transfektion der Fibroblasten-Elektroporationsmethode ............coooovviviiiiiiennneennn. 37

4.4 Zellsorting mittels Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)-Durchflusszytometer.37

4.5 Evaluation der CRISPR/Cas9-Effizienz und Spezifitat ............................ 37
4.5.1 Isolation und Préaparation genomischer DNA aus Fibroblasten ............ccccccevveeee.e. 37
4.5.2 PCR-Amplifikation SNP-einschlie3ender DNA-Sequenzen ...........ccccveeeeeeeeniiinnee. 38
4.5.3 COIONY-PCR ...ttt e et e e e e e s e e e e e e 39
4.5.4 Sanger-Sequenzierung positiv gecrisperter KIONe...........ccevvveiiiiiiiiiiiiieee e 40

I o] =14 o111 (=] o F T TP P PP PPPPPPR PPN 41

5.1 Bioinformatische VOrarDeITEN............ooi i 41

5.2 Experimentelle Vorarbeiten ... 46

I T 1] o] 1SS PP 47



6.1 BioinformatiSCher ArDEITSIEIl ... vov e 47

6.2 Experimenteller ArbEItSteIl...........uuuuuuuiiiii e 50
6.2.1 Austestung bioinformatisch entworfener sgRNAs in HEK 293T-Zellen..................... 50
6.2.1.1 Transfektionen der 20mer langen SGRNAS...........uuaes 51
6.2.1.2 Optimierungsversuche der SGRNAS ........ccii e 53
6.2.2 Transfektion optimierter sgRNAs in primare Patienten-Fibroblasten......................... 64
6.2.2.1 Auswertung der Fibroblasten-Transfektion fiir SNP 534C ..........ccccoooiiiiiiiciiinnns 66
6.2.2.2 Transfektions- Auswertung flr SNP 429T/C ..........coovvviiiiiiiiiieeeeee 67
6.2.2.3 Transfektions-Auswertung fur SNP 581G und 749A..........coovriiiiiiii e, 68
6.2.2.4 Transfektions- Auswertung flr SNP 756C ...........oooiiiiiiiii e, 70

7.1 Evaluation der sgRNAs einschliel3lich deren Optimierungsversuche.............cccccceunne. 73
7.2 Evaluation von Fibroblastentransfektionen ..o 76
7.3 Evaluation des Haplotyp- spezifischen ANSAtZes ..........ccccceuuuiiniiiiii s 77
7.4 Ausblick und weiterfihrende ASPEKIE.........cuii i 79
7.4.1 ldentifikation VON Off- TArQeTS .....ccoiiiiiiiiiiiiiee e 79
7.4.2 Belieferung der CRISPR/Cas9-KOMPONENTEN ..........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e e 87
7.4.3 Evaluation immunogener REAKIHONEN ...........ooiiiiiiiiiiiiee et e e 93

8 ADKUIZUNGSVEIZEICNNIS ...ceviiiiii it e e et e e e e e e e aanr e e e e e e 96
LS I AN o] o]1 [0 [0 1Yo FS V=T 4= ] o 1 99
10 TabelleNVErZEICHNIS. ......cciiiiiii e 100
11 LiteratuUrVerZEICHNIS ........coiuiiii ittt e 102
12 Eidesstattliche ErKIAruNg.........cccccoviviiiiii 119

R D= o1 17= o (U] 3T PSP PP P PTPPPPRP 120



1 Zusammenfassung

Bei der Best'schen vitelliformen Makuladystrophie (BVMD) oder auch Morbus Best (M. Best)
handelt es sich um eine autosomal dominant vererbte Makulopathie, von der primar die Zellen
des retinalen Pigmentepithels (RPE) betroffen sind. Bis heute sind mehr als 200 verschiedene
Mutationen im Bestrophin 1 (BEST1) Gen bekannt, welche zu einer Funktionsbeeintrachtigung
des BEST1 Proteins als Volumen-gesteuerter Kalzium-abhéangiger Chlorid-Kanal in der
basolateralen Membran der RPE Zellen fiihren. BVMD-assoziierte Mutationen tben einen
dominant negativen Effekt auf das wildtypische Allel aus. Vermutlich fihrt schon der Einbau
einer einzigen mutierten Proteinuntereinheit in die homo-pentamere BEST1 Kanalstruktur zu
einer Beeintrachtigung des Chloridtransports. Der therapeutische Ansatz dieser Arbeit zielt
daher auf eine Reduktion mutierter Untereinheiten auf genomischer Ebene ab, welcher als
mutationsunabhéngiger Ansatz tUber die CRISPR/Cas9 Methode verfolgt werden soll. Anstatt
der jeweils Krankheits-verursachenden Mutation, werden héaufig vorkommende Single
Nucleotid Polymorphismen (SNPs) am BEST1-Genort targetiert, die sich in cis auf dem
Mutations-tragenden DNA-Strang befinden. Daflr wurden zundchst bioinformatisch SNP-
spezifische single guide RNAs (sgRNAs) entworfen. Fir die Erkennung der DNA durch den
CRISPR/Cas-Komplex ist eine kurze Basensequenz in der DNA, die sogenannte Protospacer
Adjacent Motiv (PAM) Sequenz notwendig. Indem die sgRNA an die komplementare Ziel-DNA
bindet, wird die Cas9-Endonuklease spezifisch an den mutationstragenden Haplotypen
herangefuhrt, wo dieser Komplex Doppelstrangbriche (DSB) verursacht. Durch die
Fehleranfalligkeit der nicht-homologen Endreparatur (non-homologous end joining, NHEJ)
entstehen Insertionen und Deletionen, die zu der Entstehung friihzeitiger Stopcodons und zu
einem Abbruch der Gentranslation fihren. Das Wildtyp-Allel, welches sich an der Position des
SNPs von dem mutierten Allel unterscheidet, sollte von der Mutations-abhangigen sgRNA
nicht beeinflusst werden. Dadurch sollte weiterhin funktionsfahiges Protein exprimiert werden,
wenn auch nur haploinsuffizient. Damit sollte wieder ein funktionsfahiger pentamerer BEST1-
Chloridkanal generiert werden.

Fur die Allel-spezifische Genomeditierung wurden zunéchst Transfektionsexperimente in
HEK?293T-Zellen durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass die experimentellen Evidenzen nur
ungendgend mit den durch die Software errechneten Vorhersagewerten fir eine hohe Effizienz
und Spezifitat der sgRNAs Ubereinstimmten. Daher wurde die Allelspezifitat der sgRNAs
mittels Sequenzverkiirzungen und dem Austausch einzelner Nukleotide in der sgRNA-
Sequenz entgegen zu wirken. Dieser Optimierungsprozess konnte fir alle untersuchten

sgRNAs eine deutliche Verbesserung der Allelspezifitat erreichen. Dabei konnte festgestellt
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werden, dass Modifikationen am 5°-Ende der sgRNA deutlich besser toleriert werden als in
den zur PAM-Sequenz angrenzenden 8-12 Nukleotiden einer sgRNA, der sogenannten
~Seed“-Region. Allerdings gelang es trotz zahlreicher Versuche nicht, allgemein glltige
Aussagen Uber den Erfolg der Optimierungsansatze zu treffen, da abhangig von der Ziel- und
sgRNA-Sequenz jeweils unterschiedliche Modifikationen zum optimalen Ergebnis fuhrten. In
einem finalen Schritt wurde das Ausmal} der tatsachlich stattgefundenen Haplotypdeletionen
in priméren Fibroblasten-Zelllinien an definierten Haplotypen von BVMD-Patienten getestet.
Es konnte gezeigt werden, dass die optimierten sgRNAs an den heterozygoten Genloci eine
durchweg sehr gute Spezifitat fir den mutationstragenden DNA-Strang zeigten. Entsprechend
wurde das wildtypische Allel in keinem der untersuchten Félle vom CRISPR/Cas9-System
erkannt und modifiziert. Allerdings waren die Effizienzen der sgRNAs, DSBs in der Ziel-DNA
zu erzeugen, sehr unterschiedlich und korrelierten selten mit den bioinformatischen
Berechnungen oder den Vorexperimenten in den HEK293T-Zellen. Fir eine genaue
Bestimmung der Effizienzen war daher die jeweilige experimentelle Austestung der einzelnen

sgRNAs und/oder deren Kombination in den Patienten-Fibroblasten-Zelllinien erforderlich.



2 Einleitung

2.1 Funktion der RPE- Zellen

Das retinale Pigmentepithel (RPE) ist lokalisiert zwischen der neurosensorischen Retina und
der choroidalen Schicht und besteht aus einer einzelnen Schicht postmitotischer Zellen.

Das RPE ist fur die Erhaltung eines gesunden, retinalen Milieus und der Aufrechterhaltung der
strukturellen Integritdt des Zellverbandes essentiell (Singh Grewal et al. 2021). Dies wird
gewabhrleistet durch die Sekretion von Signalmolekilen, Wachstumsfaktoren sowie von
neuroprotektiven und immunosuppressiven Faktoren, wie z.B. des Pigment epithelium-
derived factors (PEDF) und vaskularen endothelialen Wachstumsfaktoren (VEGF, Vascular
Endothelial Growth Factor) (Rashid et al. 2016). Durch diese Stoffe wird eine Kommunikation
des RPEs mit anderen Geweben gewahrleistet. Als Komponente der Blut-Retina-Schranke ist
das RPE im transepithelialen Transport von Molekilen zwischen Retina und Choroid und an
der Instandhaltung der ionischen Homdostase des subretinalen Gewebes beteiligt. Dies
geschieht durch den Transport von Wasser und Metaboliten wie Glucose und Laktat sowie an
der Kontrolle des Gewebe pHs (Singh Grewal et al. 2021). Fir diesen Zweck ist das RPE mit
zahlreichen Pumpen, Transportern und Ilonenkanalen ausgestattet. Es versorgt die
metabolisch hochaktive Retina u.a. mit Nahrstoffen und sorgt flir die Entsorgung von
Abfallstoffen (Rashid et al. 2016).

Dementsprechend spielen die RPE Zellen eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der
daruber liegenden Photorezeptorschicht und somit fir den Sehvorgang selbst (Singh Grewal
et al. 2021).

Degenerative Erkrankungen der Retina und des RPE sind bekannt und zeigen die wichtige
Rolle dieser postmitotischen Zellschicht in der retinalen Homoéostase auf. RPE-bedingte
Retinopathien kénnen sowohl als mono-genetische (z.B. BVMD) als auch als komplexe

Atiologien (Altersbedingte Makuladegeneration, AMD) auftreten (Lim et al. 2012).



2.2 Morbus Best

2.2.1 Molekulargenetische Grundlagen

Das fur die Bestrophinopathien verantwortliche Gen BEST1 gehort zu der Gruppe der
humanen Bestrophin-Familie von vier paralogen Genen (Stohr et al. 2002). Das Gen ist auf
dem langen Arm des Chromosoms 11q13 lokalisiert und besteht aus elf Exonen (Marquardt
et al., 1998). Die Expression ist beim Menschen gewebespezifisch hauptsachlich auf das RPE
beschrankt. Bis jetzt sind mehr als 250 verschiedene Mutationen im Bestl Gen bekannt
(http://www-huge.uniregensburg.de/BEST1_database/home.php). Der lberwiegende
Anteil (>97%) davon sind Missense Mutationen und beeintréchtigen zum grof3ten Teil den
evolutionar hoch konservierten N-terminalen Proteinanteil (Stdhr et al. 2002).

Das integrale Membranprotein BEST1 besteht aus 585 Aminosauren und bildet einen homo-
pentameren Kalzium-aktivierten-Chlorid-Kanal (Kane Dickson et al. 2014), der an der
Volumenregulation der RPE Zellen beteiligt ist (Milenkovic et al., 2015). Mutationen im BEST1-
Gen fihren zu einer eingeschrankten Chlorid-Leitfahigkeit des Kanals (Sun et al. 2002) in der
basolateralen Membran der RPE-Zellen (Marmorstein et al., 2000). Studien konnten zeigen,
dass mutiertes BEST1-Protein einen dominant negativen Effekt auf das Wildtyp-Protein ausubt
(Milenkovic et al. 2015). Die Tatsache, dass mutierte Untereinheiten ihre Fahigkeit zur
Oligomerisierung beibehalten und sich die homo-pentamere Struktur des Chlorid Kanals
dementsprechend sowohl aus mutierten als auch aus normalen Bestrophin-Untereinheiten
zusammensetzen kann, liefert eine plausible Erklarung fur das dominant-negative Verhalten
der BEST1 Mutationen (Yang et al. 2014; Johnson et al. 2014).

Abbildung 1: Homopentamere Struktur des Bestrophin-1

Dargestellt ist ein Modell des Kalzium-aktivierten Chloridkanals, der
durch Oligomerisierung des Bestrophin-1 aus finf identischen
Untereinheiten gebildet wird.

Abbildung entnommen aus Yang et al., 2014




Mindestens vier verschiedene Retinopathien konnten bisher auf Mutationen im BEST1-Gen
zurickgefuhrt werden. Dazu gehdren die drei autosomal dominanten vererbten Formen
1) Best'sche vitelliforme Makuladystrophie (BVMD, Morbus Best) (Petrukhin et al. 1998).
2) die adulte vitelliforme Makuladystrophy (AVMD) (Kramer et al. 2000) und
3) die Vitreoretinochoroidopathie (ADVIRC) (Yardley et al. 2004) sowie
4) die autosomal rezessive Bestrophinopathie (ARB) (Burgess et al. 2008).

Jedoch besteht eine ausgepragte Variabilitat in Penetranz und Expressivitat (Petrukhin et al.
1998). Eine Korrelation zwischen den BEST1 Genotypen und den klinischen Phanotypen

konnte bisher nur in ersten Ansatzen gezeigt werden (Milenkovic et al. 2018).

2.2.2 Klinische Erscheinung und Diagnosefindung

Mit einer geschatzten Pravalenz von 1:50 000 ist die BVMD die haufigste der
Bestrophinopathien (Bitner et al. 2012; Singh Grewal et al. 2021).

Schon bei der erstmaligen Krankheitsdokumentation durch Friedrich Best 1905 wurde die
charakteristische Akkumulation von gelblichem Lipofuszin-dhnlichem Material in den RPE-
Zellen und subretinal beschrieben (Petrukhin et al. 1998). Studien konnten zeigen, dass die
erhdhte Lipofuszin Konzentration nicht ursachlich fir die Symptome ist, sondern ein Ausdruck
akkumulierter, unverdauter Zellbruchstiicke darstellt (Sparrow et al. 2016). Der exakte
Pathomechanismus der Lipofuszin-Ansammlungen ist noch nicht ausreichend geklart.
Diskutiert wird eine Beeintrachtigung der lysosomalen Degradationsfunktion, die auf das
veranderte Zellvolumen und letztendlich auf einen pathologischen intrazellularen pH
zuruickzufuhren ist (Hosogi et al. 2014).

Die kuppelartigen, an Eidotter (vitelliform) erinnernden L&sionen sind namensgebend flr die
BVMD (Weingeist et al. 1982, 1982). Mittels der Klassifikation nach Mohler und Fine aus dem
Jahre 1981 lasst sich die diese anhand des Erscheinungsbildes retinaler Lasionen in sechs
Stadien einteilen (Mohler and Fine, 1981) (Abbildung 2)



Abbildung 2: Stadieneinteilung der Best'schen vitelliformen Makuladystrophie

(A) previtelliformes Stadium: leichte Veranderungen im RPE (B) vitelliformes Stadium: akkumuliertes Lipofuszin,
(C) vitelliruptives Stadium: Aufbrechen der Lipofuszin-Ansammlung, (D) Pseudohypopyon Stadium: L&sion mit
angesammelten gelblichem, vitelliformen Material im unteren Teil und dartber liegend transparente Flussigkeit, (E)
atrophisches Stadium: mit Atrophie des RPE, (F) Phase der Neovaskularisation: Neovaskularisation und
begleitende Narbenbildung; Abbildung enthnommen aus Boon et al., 2009

Die Erkrankung ist klinisch durch einen im frilhen Lebensalter einsetzenden, progressiven
Sehverlust gekennzeichnet.

Das vitelliforme Stadium ist durch seine auffalligen, an Eidotter erinnernden L&sionen in der
Macularegion relativ leicht zu identifizieren (Singh Grewal et al. 2021). In der Regel kommt es
bei Eintritt ins vitelliforme Stadium zu einer Abnahme der Sehfunktion, welche zu Beginn oft
nur mild ausgepragt ist (Marmorstein et al. 2009). Zusatzlich wird von einigen Patienten in
diesem Stadium Photophobien, Metamorphopsien oder Nachtblindheit beschrieben (Singh
Grewal et al. 2021). Im Laufe der Zeit kdnnen das gelbe Erscheinungsbild und die klare
Begrenzung der L&sionen irreguldrer werden. Das vitelliruptive Stadium geht mit einem
Untergang der vitelliformen L&sionen einher und fihrt zur Entstehung eines "Ruhrei-artigen”
Erscheinungsbildes mit multiplen, irregularen, gelben Ablagerungen. Eine partielle Resorption
der Flussigkeit der Lasionen kann zur Présentation des Pseudohypopyons fiihren. Dabei
kommt es haufig zu einer Infiltration der vorderen Augenkammer durch verschiedenste
inflammatorische Zellen. Der Progress in das atrophische Stadium resultiert im Untergang und
Verlust der Photorezeptorzellen (Singh Grewal et al. 2021). Hyperpigmentiertes, fibroses
Narbengewebe in der Macula flhrt zu ausgepragter Atrophie. Im Zuge der Atrophie kommt es

Zu einem progressiven und irreversiblen retinalen Zellverlust (Marmorstein et al. 2009),



welcher in aller Regel mit einem deutlichen Verlust der Sehstarke vergesellschaftet ist (Kramer
et al. 2000). Eine Aufhebung der Blut-Retina-Schranke durch den Untergang der RPE Zellen
kann zu choroidalen Neovaskularisationen fuhren (Singh Grewal et al. 2021). Diese neu
entstandenen, strukturell schwéacheren Blutgefal3e sind anfalliger fir Rupturen und kénnen
dadurch zu Komplikationen wie subretinalen Blutungen, Flissigkeitsakkumulationen und einer
plotzlichen Abnahme der Sehschérfe fuhren (Chung et al. 2001). Komplikationen in Form von
choroidalen Neovaskularisationen wurden bei 2 - 9% der Patienten beschrieben (Boon et al.
2009). M. Best tritt in der Regel bilateral auf, mit haufig relativ symmetrischen Lasionen im
Vergleich beider Augenhintergrinde. Jedoch wurden auch Félle eines unilateralen Auftretens
beschrieben (Arora et al. 2016).

Die Krankheitsstadien sind zwar klassisch und treten bei vielen Patienten chronologisch nach
oben genanntem Muster auf, jedoch gibt es auch Krankheitsverlaufe, die keiner festen Abfolge
folgen (Singh Grewal et al. 2021).

Klassischerweise nimmt der Visusverlust bei der BVMD mit dem Alter zu, jedoch kann bei
einigen Mutations-Tragern eine gute Sehfahigkeit bis in die 5. oder 6. Lebensdekade hinein
verzeichnet werden (Fishman et al. 1993). Bei 75% der betroffenen Patienten kann bis zum
Erreichen der 5. Lebensdekade eine Sehfahigkeit von 6/12 oder besser auf mindestens einem
Auge erhalten werden (Fishman et al. 1993). In den meisten Fallen kommt es zu einem
graduellen Verlust der Sehfahigkeit (Wittstrém et al. 2011). Der Grad und die Progredienz
visueller Beeintrachtigungen variiert jedoch sowohl inter- als auch intrafamiliar und erschwert
Aussagen zur prognostischen Krankheitsentwicklung (Marmorstein et al. 2009; Nordstrom und
Thorburn 1980). Patienten kénnen sich zusatzlich mit Hyperopie, Astigmatismus und
Abnormalitdten des vorderen Augensegments prasentieren, beispielhaft einer flachen
vorderen Augenkammer (Wittstrom et al. 2011). Diese Tatsache erhdht das Risiko betroffener
Patienten, vom akuten Engwinkelglaukom betroffen zu sein. Problematisch ist au3erdem die
erhdhte Anfalligkeit fir Ablosungen der Netzhaut bei bereits geringen Traumata (Boon et al.
20009).

Die Diagnose BEST1-assoziierter Erkrankungen wird gestellt anhand von Fundus-
Untersuchungen, elektrophysiologischer Untersuchungsmethoden wie dem
Elektrookulogramm (EOG) und der Erhebung der Familienanamnese (Kellner et al. 2015).

Mittels des EOGs wird die elektrische Spannungsdifferenz, die zwischen der Vorderseite und
der Ruckseite des RPEs herrscht, gemessen. Dies geschieht einerseits bei Dunkelheit und
andererseits bei Exposition gegenuber Licht. Diese Werte dienen dazu, den light peak (LP,

Arden Ratio) zu kalkulieren. Das Ausmald der Spannungsunterschiedes veréandert sich bei
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Lichteinwirkung und dient als Indikator fiir dessen Gesundheit und Funktionalitéat (Singh
Grewal et al. 2021). Laut der International Society for Clinical Electrophysiology of Vision
befindet sich die physiologische Arden Ratio zwischen 1.7 und 4.3 (Constable et al. 2017).

Ein klinisches Kernmerkmal der BVMD ist der reduzierte bis fehlende Hellanstieg (eine
abnormale Arden Ratio <1,55) im EOG, was die Vermutung des RPEs als priméaren
Entstehungsort der Pathologie nahelegt (Cross und Bard 1974). Verursacht wird dieses
Phanomen vermutlich durch die Beeintrachtigung der Funktion des BEST1-Proteins. Da das
EOG bei Mutationstragern wahrscheinlich schon ab Geburt auffallig ist, ist es fur die Diagnostik
auch symptomfreier Mutationstrager von Bedeutung (Cross und Bard 1974). Jedoch wurde
bei bis zu 8% BVMD erkrankter Individuen ein unauffalliges EOG beobachtet (Pasquay et al.
2015). Da auch bei unauffalligen Ergebnissen eine BEST1-assoziierte Erkrankung nicht mit
Sicherheit ausgeschlossen werden, kann die zweifelsfreie Diagnosesicherung letztendlich nur

Uber eine Genanalyse erreicht werden (Renner und Kellner 2016).

2.3 Gentherapien hereditarer Augenerkrankungen

Zu den einzigartigen natirlichen Eigenschaften, die das Auge flr genetische Therapien sehr
geeignet erscheinen lasst, zahlen beispielsweise seine gute Zuganglichkeit, die invasive
Applikationstechniken verhaltnismafig leicht erméglicht. Zudem erlaubt die Transparenz der
okuléaren Strukturen eine direkte Beobachtung des Augenhintergrunds. Einfache funktionelle
Tests lassen Rickschlisse auf den Grad der Beeintrachtigung und Wiederherstellung visueller
Funktionen zu und ermdglichen dadurch eine direkte und nicht-invasive Beurteilung des
Behandlungserfolgs. Darlber hinaus ist das Auge ein immun-privilegiertes Organ (den
Hollander et al. 2008). Durch die anatomische Barriere der Blut-Retina-Schranke ist das Auge
gegeniuber dem restlichen Korper weitestgehend isoliert. Aus diesem Grund wurden bisher
kaum systemische oder lokale Immunreaktionen in Form von neutralisierenden Antikdrpern
oder T-Zell-Antworten beschrieben (Ruan et al. 2017). Schlie8lich kann das kontralaterale
Auge als Negativkontolle benutzt werden.
Trotz intensiver Forschungen ist bis zum heutigen Zeitpunkt noch fir keine der
Bestrophinopathien eine Therapieoption bekannt. Erste wichtige Erfolge konnten fur die
autosomal rezessive Leber'sche Congenitale Amaurosis vom genetischen Subtyp 2 (LCA 2)
erreicht werden, die durch Funktionsverlust-Mutationen im RPE65 Gen verursacht wird
(Bainbridge et al. 2008). Bei der LCA handelt es sich um eine schwerwiegende retinale
Dystrophie, bei der die Sehfunktion der Betroffenen schon ab Geburt eingeschrankt ist und
8



meist bis zur dritten Lebensdekade zur vollstandigen Erblindung fuhrt (Lorenz et al., 2000). Da
die Genmutationen einem rezessiven Erbgang folgen und Patienten folglich homozygote oder
»Zusammengesetzt heterozygote* Trager von Mutationen sind, kbnnen Betroffene von einer
Genersatztherapie profitieren (Russell et al. 2017). In dieser Studie wurde dafur die RPE65-
kodierende Sequenz mittels einer einmaligen subretinalen Injektion eines rekombinanten
AAV-Vektors verabreicht. Dieses System ist seit Dezember 2017 in den USA als FDA-
zugelassenes Medikament Luxturna® auf dem Markt und steht seit November 2018 auch in
der Europaischen Union als Therapieoption zur Verfugung.

Nichtsdestotrotz ist diese Form der Gentherapie nicht auf Erkrankungen tbertragbar, in denen
heterozygot dominante Mutationen mit einem ,Funktionsgewinn® einhergehen oder deren
Genprodukt einen dominant-negativen Effekt auf das normale Protein ausubt. Fir solche
Mutationen stehen nach wie vor keine Therapieoptionen zur Verfligung und werden

dementsprechend dringend bendtigt.

Eine Voraussetzung fir die Entwicklung neuer Therapien sind geeignete Modellsysteme, die
imstande sind, die Krankheitspathologie nachzuahmen und somit eine Uberpriifung neuer
Behandlungsansatze erlauben. Ein solches vielversprechendes System entwickelte sich in
den letzten Jahren aus der induzierten pluripotenter Stammzell- (hiPSC) Technologie, durch
die es gelang, humane somatische Zellen in nahezu jeden Zelltyp der menschlichen Kérpers
zu reprogrammieren (Takahashi et al. 2007; Takahashi und Yamanaka 2006). Seit ihrer
Entwicklung finden die hiPSCs vielfache Anwendung in der Erforschung von
Krankheitsmechanismen und in zell-basierten Transplantationstherapien selektiver humaner
degenerativer Erkrankungen (Okano et al. 2013; Egashira et al. 2013).

Einige Methoden zur Differenzierung von hiPSC in RPE Zellen wurden bereits etabliert und
machen es maglich, in-vitro Zellen zu generieren, die annahernd die gleichen funktionalen und
strukturellen Eigenschaften aufweisen wie native RPE-Zellen (Brandl et al. 2014; Buchholz et
al. 2013; Krohne et al. 2012). Aus diesem Grund haben sie sich in den vergangenen Jahren
zu einem  wertvollen Bestandteil der ophtalmologischen  Forschung  von
Netzhauterkrankungen, insbesondere Erkrankungen des RPE, etabliert.

Die aus hiPSC gewonnenen RPE-Zellen liefern ein Modell, in dem ausgewahlte
Manipulationen vorgenommen und deren Folgen untersucht werden kénnen. Ein méglicher
Therapieansatz fir Mutationen, die zu einem Funktionsgewinn oder zu einem dominant-
negativen Effekt fihren, wéare eine gezielte Unterdrickung der Transkription des jeweils
defekten Gens. Als vielversprechende Methode gilt heute die Genomeditierung mittels der
CRISPR/Cas9-Technologie (Liu et al., 2016).



2.4 CRISPR/Cas9

2.4.1 Ursprung des CRISPR/Cas9-Systems

Das CRISPR/Cas9-System ist urspringlich als Teil des prokaryontischen, erworbenen
Immunsystems beschrieben worden, durch welches eingedrungene und potentiell bedrohliche
Fremd-DNA oder Fremd-RNA in einem mehrstufigen Prozess erkannt und funktionell
ausgeschaltet werden kann (Jinek et al. 2012). Der CRISPR-(Clustered regulary interspaced
short palindromic repeats) Locus findet sich in den Genomen von etwa 90% der Archaen und
40% der Bakterien und besteht aus repetitiven Strukturen mit kurzen intermittierenden
variablen Sequenzen, den sogenannten spacern (Horvath und Barrangou 2010). Diese spacer
entsprechen dabei Fragmenten eingedrungener Fremd-DNA, die als Reaktion auf Virus und
Plasmid-Angriffe wahrend der adaptiven Phase in das bakterielle Genom integriert wurden und
somit als genetisches ,Gedachtnis” vergangener Invasionen konserviert wurden (Wiedenheft
et al. 2012). In der Expressionsphase entstehen durch die Transkription der CRISPR-
Sequenzen lange RNA-Sticke (pre-crRNA), die komplementdr zu ehemaligen
eingedrungenen Fremd-DNAs sind. (Deltcheva et al. 2011). Ihre Funktionsfahigkeit erhélt die
CRISPR-RNA (crRNA) jedoch erst durch die Hybridisierung mit einer zweiten trans-
aktivierenden CRISPR-RNA (tracrRNA), die fur die Prozessierung des langen primaren
Transkripts und der Aktivierung der dafiir notwendigen katalytischen Proteine von Bedeutung
ist (Deltcheva et al. 2011). Dadurch entsteht eine Datenbank an kurzen crRNA Stiicken, von
denen jede bei nochmaliger Infektion mit Fremd-DNA komplementdre Sequenzen spezifisch
erkennen und dadurch die Cas9-Endonuklease zum Ort des zu induzierenden DSBs
navigieren kann (Wiedenheft et al. 2012). Diese letzte Phase wird auch Interferenzphase
genannt. Voraussetzung fir die Erkennung und Bindung ist die Anwesenheit einer PAM
Sequenz unmittelbar am 3"-Ende der Zielsequenz. Dieses Erkennungsmotiv wird von der
Cas9-Nuklease erfasst und findet sich nicht in der bakteriellen DNA, wodurch eine

Unterscheidung zwischen Fremd- und Eigen-DNA stattfinden kann.
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2.4.2 Genomeditierung mittels CRISPR/Cas9

Obwohl der CRISPR-Locus schon 1987 erstmalig entdeckt wurde (Ishino et al., 1987),
kristallisierte sich die Bedeutung, die dieses Systems fir die Genomeditierung haben sollte,
erst Jahrzehnte spater heraus. Heute findet es vielseitigen Einsatz in Landwirtschaft,
Biotechnologie, Biologie und Medizin (Hsu et al. 2014).

Seine mehrfache Anwendung verdankt das CRISPR/Cas9-System seiner Variabilitdt und
Einfachheit. Durch die Anderung der sgRNA Nukleotidabfolge im Expressionsvektor ist es
theoretisch mdglich, jede beliebige genomische Sequenz anzusteuern (Liu et al. 2016).
Limitierender Faktor ist lediglich das Vorhandensein eines Erkennungsmotivs in Form der
PAM-Sequenz in der Ziel-DNA (Mojica et al. 2009). Deren Abwesenheit resultiert in der
Unfahigkeit der Cas9-Endonuklease, die DNA zu schneiden, auch wenn die crRNA und Ziel-
Sequenz komplementér zueinander sind (Courtney et al. 2016). Form und Lange der PAM
variieren zwischen den CRISPR/Cas9-Varianten unterschiedlicher Bakterienstamme.
(Makarova et al. 2011; Moijica et al. 2009).

Zusatzlich kénnen im Vergleich zu anderen Genomeditierungstechnologien wie den
Zinkfinger-Nukleasen (ZNFs) oder den transcription activator-like effector nucleases
(TALENS) durch das CRISPR/Cas-Nuklease-System mit relativ geringem Aufwand spezifisch
und effizient mehrere Genorte gleichzeitig editiert werden (Ran et al. 2013b).

Die CRISPR/Cas-Systeme werden aktuell in drei Untergruppen klassifiziert (Makarova et al.
2015). Wahrend die Systeme des Typs | und Il nur als Komplex mit mehreren
Proteinuntereinheiten funktionsféhig sind, gehort es zu den Vorteilen des Typ Il CRISPR
Systems, dass nur ein einzelnes Endonuklease Cas9-Protein benétigt wird, um DNA-DSBs zu
induzieren (Liu et al. 2016; Chylinski et al. 2014). Aus diesem Grund findet vor allem dieser
Untertyp Anwendung in der Genomeditierung.

Es konnte gezeigt werden, dass die Streptococcus pyogenes Typ |l Cas9 (SpCas9)
Endonuklease dazu programmiert werden kann, auch auferhalb ihres nativen Kontexts
sequenzspezifische DSBs durchzufuhren. Dafir bendtigt werden eine synthetische sgRNA,
welche durch die Fusion aus crRNA und tracrRNA entsteht (Jinek et al. 2012), (Wang et al.
2013). Dieser chiméare Komplex dirigiert die Cas9-Nuklease zu ihrem Zielort, wo diese DSBs
in der Ziel-DNA durchfihrt. Der zur crRNA komplementdre DNA-Strang wird drei bp
stromaufwarts der PAM-Sequenz durch die HNH-Doméane geschnitten, wahrend der nicht-
komplementare DNA Strang innerhalb von drei bis acht Basen stromaufwérts der PAM durch
die RuvC-ahnliche Doméane geschnitten wird (Wang et al. 2013). Strukturanalysen zeigten,

dass Cas9 eine bilobulare Architektur aufweist, bestehend aus einer Domane fir die DNA-
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Zielerkennung sowie einer Nukleasedoméne. Die DNA-Zielerkennunsdomane ist essentiell fir
die Bindung von sgRNA und DNA (Jiang et al. 2016).

Nach Bindung der sgRNA mit der Ziel-DNA findet eine konformative Verdnderungen der
Struktur statt, welche zu einer Aktivierung der Nukleasedomane fihrt und die HNH- und RuvC-
Nuklease Doméne in unmittelbare raumliche Nahe zu der zu bearbeitenden DNA bringt
(Nishimasu et al. 2014).

Obwohl heute hauptsdchlich das CRISPR/Cas9-System des Streptococcus pyogenes
verwendet wird, werden aktuell auch alternative Typ Il Cas-Orthologe wie zum Beispiel das
des Staphylococcus aures oder Streptococcus thermophilus erforscht (Ran et al. 2015;
Kleinstiver et al. 2015).

Die generierten DSBs konnen in der Zelle durch zwei Mechanismen repariert werden
(Abbildung 3). Bei der homologen Rekombination (homology directed repair, HDR) wird
entweder das normale Allel oder eine extern zugefligte DNA als Reparaturvorlage fir die
Reparatur der entstandenen Schaden verwendet. Dadurch kann eine préazise
Genomeditierung gewahrleistet werden. Die zweite Mdglichkeit ist die Nicht-homologe
Reparatur (non-homologous end-joining, NHEJ), bei der die beiden Enden der DNA ohne
Ricksicht auf Homologien der Nukleotide oft fehlerhaft wieder zusammengefihrt werden.
Aufgrund der Fehleranfélligkeit dieses Systems entstehen dabei zuféllige Deletionen und
Insertionen (Indels) unterschiedlicher Gro3en (Lieber 2008). Finden diese sogenannten Indel-
Mutationen in kodierenden Regionen statt, kénnen in durchschnittlich zwei Drittel der Falle
Leseraster-Mutationen generiert werden, die haufig zu einem friihzeitigen Stopcodon fuhren.
Derartige Stopcodons fiihren zu einem Abbruch der Transkription, wobei die RNA haufig

mittels des sogenannten nonsense-mediated decays abgebaut wird.
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Abbildung 3: Reparaturmechanismen CRISPR/Cas-induzierter DSBs

Die Reparatur der Cas9 Endonuklease induzierten DSBs erfolgt entweder durch den NHEJ oder durch den HDR
Mechanismus. Beim NHEJ entstehen Deletionen/Insertionen variabler Grél3e, die ein vorzeitiges Stop-Codon zur
Folge haben konnen. Das HDR ermdglicht eine prazise Genomeditierung durch die Verwendung einer
Reparaturmatritze. Abbildung entnommen aus (Ran et al. 2013b).

Obwohl beide Reparaturmechanismen in der Therapie hereditéarer dominanter Erkrankungen
angewandt werden kénnen, spielt bisher vor allem die NHEJ-Reparatur aufgrund ihrer héheren
Effizienz und Geschwindigkeit eine entscheidendere Rolle (Mao et al. 2008). Da bei
heterozygot dominanten Erkrankungen ein intaktes Allel vorhanden ist, und infolgedessen eine
Expression des wildtypischen Proteins stattfindet, kdnnte das Entfernen des mutierten

Proteins eine sinnvolle therapeutische Moglichkeit sein.

Diese Methode kodnnte in Zukunft einen vielversprechenden Ansatz flr die Therapie
genetischer Erkrankungen mit dominant negativen Mutationen, wie zum Beispiel der BVMD,
liefern. Voraussetzung dafir, ist die Fahigkeit eindeutig zwischen mutierter und nicht-mutierter
DNA-Sequenz zu unterscheiden, auch wenn diese sich nur in einem einzigen Nukleotid
unterscheiden. Durch das spezifische bioinformatische Design der sgRNA, sollte nur dieses
von der Cas9-Endonuklease geschnitten werden. Ziel ware die spezifische Editierung des
mutanten BEST1-Transkripts und somit eine Reduktion des dominant-negativen Effekts des
mutanten Proteins auf das normale Protein. Das nicht-mutierte Allel sollte bei einer hohen
Spezifitdtt von der Mutations-spezifischen sgRNA jedoch nicht beeinflusst werden.
Infolgedessen wiirde weiterhin funktionsfahiges Protein, wenn auch lediglich mit einer
Haplosuffizienz, exprimiert werden.

Fur eine Allel-spezifische Editierung kénnen prinzipiell zwei unterschiedliche Ansétze verfolgt
werden. Die Tatsache, dass sich mutanter und nicht-mutanter DNA-Strang an der

Nukleotidposition der Mutation unterscheiden, kann genutzt werden, um eine sgRNA zu
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entwerfen, die in ihrer Sequenz genau diese Position beinhaltet und dadurch nur zum
mutierten Allel komplementér ist. Speziell in Féllen, in denen die Mutation in einer neuen PAM-
Sequenz resultiert, wie zum Beispiel bei der Meesmann’schen epithelialen Cornea Dystrophie
(MECD), konnten bereits erste vielversprechende Ergebnisse in vitro und in vivo erzielt werden
(Courtney et al. 2016). Da die Erkennungssequenz zwar auf dem mutierten Allel, aber nicht
auf dem nicht-mutierten Allel vorhanden ist, gelang es, eine spezifische und effektive
Suppression der Expression des mutierten Proteins zu generieren. Eine zweite potentielle
Strategie zielt darauf ab, nicht spezielle Mutationen, sondern mutationstragende Haplotypen
zu deletieren. Informationen zu haufigen SNPs konnen dafir genutzt werden, eine
Unterscheidung zwischen mutantem und nicht-mutantem Allel zu ermdglichen, unabhangig
von der exakten Mutationslokalisation. Von diesem therapeutischen Ansatz kdnnten vor allem

Erkrankungen mit sehr variablen Genotypen, wie der BVMD, profitieren.

2.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Ausgehend von der homo-pentameren Struktur des Bestl-Chloridkanals und der Kenntnis
Uber einen dominant negativen Effekt einer mutierten Untereinheit auf die Kanalfunktion,
gehen wir davon aus, dass eine Reduktion defekter BEST1-Proteinuntereinheiten zu einer
Erhéhung der Anzahl intakter Chloridkanédle fiihren sollte. Daher soll durch einen
CRISPR/Cas9-Ansatz die Expression des mutierten BEST1-Transkripts auf genomischer
Ebene unterdriickt werden. Unter der noch zu beweisenden Annahme, dass durch das nicht-
mutierte Allel ausreichend BEST1-Protein produziert wird, sollte somit die Funktion des
BEST1-Chloridkanals (zumindest teilweise) wiederhergestellt werden. In diesem Falle wirde
sich die Anzahl an Kanélen, die sich aus funf nicht-mutanten BEST1-Untereinheiten
zusammensetzen, statistisch erhohen. Ob dies auch in einer Verbesserung der
Kanalfunktionalitat und durch eine Normalisierung der Chlorid-Leitungsfahigkeit zu einer

Linderung der klinischen Symptome beitragen kdnnte, ist noch zu untersuchen.

Wichtigste Voraussetzung dafiur ist die sichere Unterscheidung der CRISPR/Cas9-
Genomeditierung zwischen dem mutierten und dem nicht-mutierten BEST1-Allel. In
Anlehnung an die Vorgehensweise von Carroll et al. 2011 sollte dieses Ziel durch eine SNP-
vermittelte Ausschaltung des gesamten mutationstragenden Haplotypen unabhéngig vom Ort
der individuellen Mutation, erreicht werden. Eine alternative Mdoglichkeit ware die direkte
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Targetierung der Mutation selbst. Besonders insofern, als BVMD mit unzéhligen
Mutationsvarianten genetisch sehr heterogen ist, ware diese Methode im Verhéltnis zur

Erstgenannten kostenintensiv und zeitaufwendig.

Die Deletion des pathologischen BEST1 Transkripts mittels des Haplotyp-Ansatzes nutzt
bioinformatisch entworfene SNP-spezifische sgRNAs. Die ausgewahlten SNPs sollten sowohl
heterozygot in der Patientenkohorte vorliegen, als auch ausreichend reprasentativ in der
europaischen Bevolkerung sein, um mit einem moglichst geringen sgRNA Set einen moglichst
grol3en Anteil an Patienten erreichen zu kénnen. Die sgRNAs dirigieren dabei die Cas9-
Endonuklease spezifisch zum mutationstragenden Haplotypen, wo diese allelspezifisch DSB
induzieren sollte. Da nicht alle ausgewéhlten SNPs in kodierenden Sequenzen lokalisiert
werden konnten, mussten in solchen Fallen sgRNA-Paare parallel transfiziert werden, mit der
Intention Exon-Uberspannende DSB zu generieren. Basierend auf der individuellen
Kombination der Haplotypen miissen diese sgRNAs so gewahlt werden, dass sie SNPs in cis-
Position auf dem mutieren Allel gezielt binden und kodierende Sequenzen umspannen.

Aus diesem Grund war es notwendig flr jeweils beide SNP-Varianten sgRNAs zu entwerfen,
um je nach betroffenem Haplotypen eine geeignete Kombination auswahlen zu kénnen.

In einem ersten Schritt sollten diese sgRNAs auf ihre Editierungseffizienz und ihre
Allelspezifitat in  HEK-Zellen Gberprift werden und anschlieBend in  mehreren
Optimierungsschritten bezlglich dieser Editierungseigenschaften verbessert werden. Ziel
dieses Unterfangens war es, die beste sgRNA flr jede gewahlte SNP-Variante herauszufinden
und diese in einem zweiten Schritt in Fibroblasten-Zelllinien von heterozygoten BVMD-

Patienten zu testen.
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3 Material

3.1 Zelllinien
Tabelle 1: verwendete Zelllinien
Zelllinie Organismus Ursprungsgewebe  Referenz
embryonale ATCC; LGC
HEK293T Homo sapiens Nierenzelle Standards GmbH,

Wesel, Deutschland

Primare Zelllinien Brandl et al., 2014

aus Hautstanzen

Fibroblasten Homo sapiens

3.2 Bakterienstamme

Tabelle 2: Verwendete Bakterienstamme

Stamm Referenz

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Escherichia coli DH5a

3.3 Vektoren

Tabelle 3: Verwendete Vektoren

Vektorbezeichnung Verwendung Referenz

PCR-Vektor Promega Corporation,

Madison, WI, USA

pGem ®-T

pPCAG-EGxxFP Trager der SNP-
spezifischen
Zielsequenz zwischen
EGxxFP Kassette;
Leervektor zur

Negativkontrolle bei

Addgene, LGC Standards,
Teddington, UK

Transfektionen
pCEP4 Positivkontrolle bei Thermo Fisher Scientific,
Transfektionen Waltham, MA, USA

pU6-(Bbsl)-Cbh-Cas9-T2A-
mCherry

Trager der Cas9-
Endonuklease,

der SNP-spezifischen
sgRNA* und eines rot
fluoreszierenden Proteins;

Addgene, LGC Standards,
Teddington, UK
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fur die Transfektion der
HEK?293T und Fibroblasten

pSpCas9 (BB)-2A-GFP (px
459)

Trager der Cas9- Addgene, LGC Standards,

Endonuklease, der Teddington, UK
SNP-spezifischen sgRNA*

und eines grin

fluoreszierenden Proteins;

fur die Transfektion der

Fibroblasten

* genaue sgRNA-Bezeichnungen unter Tabelle 5 aufgefiihrt

3.4 Klonierte Vektorkonstrukte

Tabelle 4: Durch Klonierung hergestellte Zielkonstrukte

Name des Vektorkonstrukts

Eigenschaft Verwendung

pCAG EGxxFP- 581T

pCAG EGxxFP-429C

pCAG EGxxFP-429T

pCAG EGxxFP-390C

pCAG EGxxFP-390T

pCAG EGxxFP-534C

pCAG EGXxFP-534A

3.5 Oligonukleotide

zwischen die EGFP-Kassette

des Zielvektors Transfektion
klonierte SNP-spezifische

Sequenz

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion, Planegg, DE bezogen.

3.5.1 Oligonukleotide fur die sgRNASs

Tabelle 5: Zum sgRNA- Design verwendete Oligonukleotide

Ziel sgRNA- Bezeichnung 5‘-3‘ Sequenz Hinweis
SNP
sgRNA_390-C_20mer_F CACCGccacaaaggagtccttgtct ermittelt,
SgRNA_390-C_20mer_R AAACagacaaggactcctttgtggC 20mer
sgRNA_390-C_19mer_F CACCGcacaaaggagtccttgtct verkirzt,
SsgRNA_390-C_19mer_R AAACagacaaggactcctttgtgC 19mer
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390- sgRNA_390-C_18mer_F CACCGacaaaggagtccttgtct verkdrzt,
C sgRNA_390-C_18mer_R AAACagacaaggactcctttgtC 18mer
SsgRNA_390-C_17mer_F CACCGcaaaggagtccttgtct verkirzt,
sgRNA_390-C_17mer_R AAACagacaaggactcctttgC 17mer
sgRNA_390-T-20mer-F CACCGtacaagaagggactaagaca ermittelt,
SgRNA_390-T-20mer-R AAACtgtcttagtcccttcttgtaC 20mer
SgRNA_390-T-19mer-F CACCGacaagaagggactaagaca verkurzt,
SgRNA_390-T-19mer-R AAACtgtcttagtcccttcttgtC 19mer
390- sgRNA_390-T-18mer-F CACCGcaagaagggactaagaca verkurzt,
T SgRNA_390-T-18mer-R AAACtgtcttagtcccttcttgC 18mer
SgRNA_390-T-17mer-F CACCGaagaagggactaagaca verkurzt,
SgRNA_390-T-17mer-R AAACtgtcttagtcccttcttC 17mer
390- sgRNA_390-T-18mer-F 18_C_G CACCGgaagaagggactaagaca verkurzt
T SsgRNA_390-T-18mer-R-18 C G AAACtgtcttagtcccttcttcC mit Basen-
SgRNA_390-T-18mer-F 17_A T CACCGctagaagggactaagaca abweich-
SgRNA_390-T-18mer-R-17 A T AAACtgtcttagtcccttctagC ung
SgRNA_429-C-19mer-F CACCGgtagcagagcaggaagatt verkdrzt,
SgRNA_429-C-19mer-R AAACaatcttcctgcetctgctacC 19mer
SgRNA_429-C-18mer-F CACCGtagcagagcaggaagatt verkurzt,
SgRNA_429-C-18mer-R AAACaatcttcctgctctgctacC 18mer
SgRNA_429-C-17mer-F CACCGagcagagcaggaagatt verkirzt,
sgRNA_429-C-17mer-R AAACaatcttcctgctctgetC 17mer
SgRNA_429-C-20mer-F 20 A T CACCGtgtagcagagcaggaagatt
SgRNA_429-C-20mer-R_20 A T AAACaatcttcctgctctgctacaC Basenab-
429- sgRNA 429-C-20mer-F 20 A C CACCGcgtagcagagcaggaagatt ~ weichung,
C sgRNA_429-C-20mer-R_20_A C AAACaatcttcctgctctgetacgC 20mer
SgRNA_429-C-20mer-F_19 G A CACCGaatagcagagcaggaagatt
SgRNA_429-C-20mer-R_19 G_A AAACaatcttcctgctctgctattC
SgRNA_429-C-20mer-F_19 G T CACCGattagcagagcaggaagaitt
SgRNA_429-C-20mer-R_19 G_T AAACaatcttcctgctctgctaatC
SgRNA_429-C-19mer-F_19 G_A CACCGatagcagagcaggaagatt verkurzt
SgRNA 429-C-19mer-R_19 G_A AAACaatcttcctgcetctgctatC mit
SgRNA_429-C-19mer-F_19 G_C CACCGctagcagagcaggaagatt Basen-
SgRNA 429-C-19mer-R_19 G C AAACaatcttcctgctctgetagC abweich-
SgRNA_429-C-19mer-F_18 T_C CACCGgcagcagagcaggaagatt  ungen
SgRNA_ 429-C-19mer-R_18 T C AAACaatcttcctgcetctgetgeC
SgRNA_429-T-20mer_A-F CACCGaagattaagaactcgccata  ermittelt,
SgRNA_ 429-T-20mer_A-R AAACtatggcgagttcttaatcttC 20mer
SgRNA_429-T-17mer_A-F CACCGattaagaactcgccata verkurzt,
SgRNA_429-T-17mer_A-R AAACtatggcgagttcttaatC 17mer
SgRNA_429-T-20mer_A 16 A C-F CACCGaagcttaagaactcgccata Basenab-
sgRNA_429-T-20mer_A 16 A C-R AAACtatggcgagttcttaagcttC weichung,
20mer

SgRNA_429-T-19mer_A_16_A _C-F

CACCGagcttaagaactcgccata
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SgRNA_429-T-19mer_A_16_A_C_R

AAACtatggcgagttcttaagctC

verkurzt

429  sgRNA_429-T-18mer_A 16 A C-F CACCGgcttaagaactcgccata mit
T SgRNA 429-T-18mer_A 16 A C-R AAACtatggcgagttcttaagcC Basenab-
SgRNA_429-T-17mer_A_16_A C-F CACCGcttaagaactcgccata weichung
SgRNA 429-T-17mer_A_16 A C-R AAACtatggcgagttcttaagC
SgRNA_429-T-20mer_A 8 T _A-F CACCGaagattaagaacacgccata Basenab
sgRNA_429-T 20mer_ A 8 T _A-R AAACtatggcgtgttcttaatcttC weichung,
20mer
SgRNA_429-T-19mer_A 8 T _A-F CACCGagattaagaacacgccata verkirzt
SgRNA _429-T-19mer_ A 8 T_A-R AAACtatggcgtgttcttaatctC mit
429  sgRNA_429-T-18mer_ A 8 T A-F CACCGgattaagaacacgccata Basenab-
T SgRNA 429-T-18mer A 8 T A R AAACtatggcgtgttcttaatcC weichung
SgRNA _429-T-17mer_A 8 T _A-F CACCGattaagaacacgccata
SgRNA_429-T-17mer_A 8 T_A-R AAACtatggcgtgttcttaatC
SgRNA_429-T-20mer_B-F CACCGagtagcagagcaggaagatt — ermittelt,
sgRNA_429-T-20mer_B-R AAACaatcttcctgctctgctactC 20mer
SgRNA_429-T _17mer_B-F CACCGagcagagcaggaagatt verkirzt
sgRNA_429-T-17mer_B-R AAACaatcttcctgctctgctC 17mer
SgRNA_543 A 22mer_F CACCGgctgtatgtagctgtcgcaata  verlangert,
SgRNA_543 A 22mer_R AAACtattgcgacagctacatacagcC  22mer
verlangert,
SgRNA 543 A 22mer 21 C A F CACCGgatgtatgtagctgtcgcaata mit
SgRNA 543 A 22mer 21 C A R AAACtattgcgacagctacatacatcC Basenab-
weichung
SsgRNA 543 A 20mer_F CACCGtgtattgcgacagctacatA ermittelt,
SgRNA 543 A 20mer_R AAACtatgtagctgtcgcaatacaC 20mer
SgRNA 543 A 20mer_19 G A F CACCGtatatgtagctgtcgcaata Basenab-
SsgRNA 543 A 20mer 19 G A R AAACtattgcgacagctacatataC weichung,
20mer
534 sgRNA_543 A 18mer_F CACCGtattgcgacagctacatA verkirzt,
A sgRNA 543 A 18mer R AAACtatgtagctgtcgcaataC 18mer
verkirzt,
SgRNA 543 A 18mer 17 A C F CACCGtctgtagctgtcgcaata mit
SgRNA 543 A 18mer 17 A C R AAACtattgcgacagctacagaC Basenab-
weichung
SsgRNA 534 A NAG_20mer_F CACCGitgtattgcgacagctacatA ermittelt,
sgRNA_534_A NAG_20mer_R AAACtatgtagctgtcgcaatacaC 20mer
SgRNA 534 A NAG_18mer_F CACCGtattgcgacagctacatA verkirzt
sgRNA 534 A NAG_18mer_R AAACtatgtagctgtcgcaataC 18mer
SgRNA 534 A NAG_17mer_F CACCGattgcgacagctacatA verkilrzt
sgRNA 534 A NAG_17mer R AAACtatgtagctgtcgcaatC 17mer
SgRNA_534-C-20mer-F CACCGcgaaggaaatggggatgagc ermittelt,
sgRNA 534-C-20mer-R AAACgctcatccccatttccttcgC 20mer
SgRNA_534-C-19mer-F CACCGgaaggaaatggggatgagc  verkdrzt,
534 sgRNA _534-C-19mer-R AAACgctcatccccatttccttcgC 19mer
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C SgRNA_534-C-18mer-F CACCGaaggaaatggggatgagc verkdrzt,
sgRNA_534-C-18mer-R AAACgctcatccccatttecttC 18mer
SsgRNA_534-C-17mer-F CACCGaggaaatggggatgagc verkirzt,
sgRNA_534-C-17mer-R AAACgctcatccccatttcctC 17mer
SgRNA_581-T-20mer_F CACCGgatggtcttccgagagcctg ermittelt,
SgRNA_581-T-20mer_R AAACcaggctctcggaagaccatcC 20mer

581 sgRNA _581-T-17mer-F CACCGggtcttccgagagcctg verkirzt,

T sgRNA _581-T-17mer-R AAACcaggctctcggaagaccC 17mer
SgRNA_581-T-20mer-18T_G_F CACCGgagggtcttccgagagcctg Basenab-
SgRNA_581-T-20mer-18T_G_R AAACcaggctctcggaagaccctcC weichung,

20mer

Basen in GroRbuchstaben: Oligonukleotide flr die Ligation in den Expressionsvektor,

Basen in Kleinbuchstaben: Oligonukleotide der sgRNA; ermittelt mittels Optimized CRISPR-Design-Tool, verkdrzt:
im Rahmen der OptimierungsmafRnahmen gekiirzte Form der virtuell
designten sgRNA, Basenabweichung:

im Rahmen der OptimierungsmafRnahmen additiv hinzugefligte Nukleotidsubstitutionen in virtuell designten sgRNA

(rot markiert)

3.5.2 Oligonukleotide fur PCR und Sequenzierung

Tabelle 6: Fir PCR und Sequenzierung verwendete Oligonukleotide

Primerbezeichnung 5'-3' Sequenz Verwendung

M13-F cacgacgttgtaaaacgac Sequenzierung der pGem-T
Konstrukte

M13-R ggataacaatttcacacagg

LKO1_5 primer gactatcatatgcttaccg Sequenzierung der mCherry
und GFP- Konstrukte

N11K-F-EcoRI gaattcatccctacaaacccccaatc
PCR der Zielsequenz SNP
429C/T fur pCAG-EGxxFP-
Vektor

N11K-R-BamHI ggatccgtggggccagacaaagcc

Bestl-ex3-F-EcoRl

gaattccagtctcagccatctectcg

PCR der Zielsequenz SNP
534 fur pCAG-EGxxFP-Vektor

Bestl-ex3-R-BamHlI

ggatcccagctcctcgtgatcctec

PCR der Zielsequenz SNP
534 fir pCAG-EGxxFP-Vektor
+ Sequenzierung der
gecrisperten Fibroblasten-
DNA SNP 534

377_390_F-ECORI

gaattcttcccaagcaacaccatcct

377 390 R-BamH

ggatcctccgatgatcccacagaagg

PCR der Zielsequenz SNP
390 fur pCAG-EGxxFP-Vektor

581 587 _F _ECORI

gaattccctgagggtcttccgagag

PCR der Zielsequenz SNP
581 flr pCAG-EGxxFP-Vektor
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581 587 R BamHI ggatcctctgaacaccacctgcccc

TU15newF4 catgaccatcacttacacaagc Sequenzierung der
gecrisperten Fibroblasten-
DNA SNP 429

TU15newF6 gaagcttaaggctgtggacg PCR der Zielsequenz SNP
756 flir pCAG-EGxxFP-Vektor

dogBestl-R cagacctgttttccaaggcc PCR der Zielsequenz SNP

756 und 749 fur pCAG-
EGxxFP- + Sequenzierung der
gecrisperten Fibroblasten-
DNA fir SNP 756

VMD2ex1011-R3 gttttcctcctcacttgagatac Sequenzierung der
gecrisperten Fibroblasten-
DNA fur SNP 749

Bestl-ex5-F_EcoRI gaattccaaaggagtgctgaggttcc PCR der Zielsequenz fur SNP
581 nach
Fibroblastentransfektion

Bestl-ex5-R_BamHlI ggattctgtggattgctgttggaaaa PCR der Zielsequenz fur SNP
581 nach

Fibroblastentransfektion

VMD2-A195V-F_Mut-F  acctgtcaatgaaggtgtggcttggaggtcg  Sequenzierung der
gecrisperten Fibroblasten-
DNA fur SNP 581

3.6 Enzyme

Tabelle 7: Verwendete Enzyme

Enzym Referenz

Alkaline Phosphatase New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

BamHI-HF New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

EcoRI-HF New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

Exonuclease Affymetrix, USB Products, Santa Clara, CA, USA

FastDigest Bpil Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Quick CIP New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

Quick Ligase Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

GoTag® DNA Polymerase Promega Corporation, Madison, WI, USA

Haus-Taq Institut fur Humangenetik, Uniklinikum,

Regensburg, DE

Proteinase (DNA- Praparation) Applichem, Darmstadt, Deutschland
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Pstl-HF New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

T4 DNA Ligase New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
T4 PNK Kinase New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
Trypsin GE Healthcare, Galfont St Giles, GB

3.7 Reaktionssysteme

Tabelle 8: Verwendete Reaktionssysteme

Reaktionssystem Referenz

BigDye Terminator v1.1, v3.1 Cycle Sequencing Kit Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

GoTag® Long Expand PCR Master Promega Corporation,

Mix Madison, WI, USA

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up MACHEREY-NAGEL GmbH
& Co. KG, Duren, GE

NucleoSpin® Plasmid MACHEREY-NAGEL GmbH
& Co. KG, Duren, GE

NucleoBond® XtraMidi MACHEREY-NAGEL GmbH
& Co. KG, Duren, GE

pGEM®-T Vector Promega Corporation,

Madison, WI, USA

PureLink®Expi Endotoxin- Free Maxi Plasmid Purification Kit  Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

TransIT® -LTI Transfectionreagent Mirus Bio LLC, Madison,
WI, USA

3.8 Chemikalien

Tabelle 9: Verwendete Chemikalien

Chemikalien Referenz
4’ 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA
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Agarose (Biozym LE)

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, DE

Ampicillin Natriumsalz Ci6H1sN3sNaO4S

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE

Bromphenolblau Natriumsalz,
C19Hng40sSNa

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Calciumchlorid

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE

Chloroquin, C1sH26CIN3

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach, DE

dNTPs

Genaxxon Bioscience, Ulm, DE

Ethanol C2HeO

Chemikalienlager der Universitat

Regensburg, DE

Ethidiumbromidlosung, Cz1H20BrNs in H.O

AppliChem GmbH, Darmstadt, DE

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
C10H14N2Na208-2H20

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach, DE

Gel Loading Dye Purple (6x)

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

Glycerol 87%, C3HsOs

Chemikalienlager der Universitat

Regensburg, DE

HiDi™ Formamid, CHsNO

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Isopropanol, CsHsO

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach, DE

Penicillin/ Streptomycin (Pen/Strep)

GE Healthcare, Galfont St Giles, GB

Poly-L-Lysin Hydrobromid (0.1 mg/ml)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sodium dodecyl sulfate 299%, C12H2sNaO4S

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,

(SDS) Germany
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, Affymetrix, Santa Clara, CA, USA
NH2C(CH20H)3 (Tris)

3.9 Molekularmassenstandard

Tabelle 10: Verwendeter Molekularmassenstandard

Molekularmassenstandard

Verwendung

Referenz

GeneRuler™ DNA Ladder
Mix

Beurteilung
gelelektrophoretisch

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

aufgetrennter DNA
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3.10 Puffer und Medien

Tabelle 11: Verwendete Puffer und Medien

Puffer und Medien

Zusammensetzung/ Referenz

5x TBE

Borsaure 0,5 M
EDTA 10mM
H20 dest.

Tris 0,5 M

ATP- Stock

ATP 300mM
H.O dest.

Bromphenolblau Ladepuffer

Bromphenolblue 0.01 % (w/v)
Glycerol 87% 40 % (v/v)
H,0 dest.

House Taq DNA Polymerase 10 x Puffer

KCI 500 mM

Tris, pH 9.0 100 mM
MgCl 15 mM

Triton X 1 % (v/v)

LAIRDS

NaCL 200 mM
Tris-HCI 100 mM
EDTA5 mM

LB-Medium

Hefeextrakt 0,5% wi/v (59)
H20 dest. 1L

NaCL 1% w/v (109g)
Trypton 1% w/v (109)

LB-Platten

Bacto-Agar 15% w/v (159)
Hefeextrakt 0,5% W/V (59)
H20 dest. 1L

NaCL 1% w/v (109)
Trypton 1% wi/v (109)

SDS Puffer, pH 8.6

Tris-HCI 0.25 mM

Glycin 0.2 M
SDS 1 % (w/v)
H,O dest.
3.11 Zellkulturmedien
Tabelle 12: Verwendete Zellkulturmedien
Komponente Referenz

DMEM High Glucose Medium(4,5 g/L)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Dulbecco ‘s PBS (DPBS)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
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Fetal Bovine Serum Gold (FBS)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

OptiMEM™ Medium

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Penicillin (10.000 Units)/Streptomycin (10

mg/ml), (Pen/Strep)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Poly-L-Lysin Hydrobromid (0.1 mg/ml)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

RPMI Medium 1640

3.12 Gerate

Tabelle 13: Verwendete Gerate

Gerate

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Hersteller

Accu-Jet Pipittiergerat

Brand, Wertheim, Deutschland

Autoklav V-150

Systec GmbH, Wettenberg, Germany

BlueMarine 200 Gelkammer

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
DE

BluePower Plus Netzgerat

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
DE

Bunsen Brenner Gasprofil

WLD Tec, Goéttingen, DE

Brutschrank 37°C Bakterien

Memmert GmbH, Schwabach, DE

CASY TT Cell Counter

Innovatis Roche AG, Bielefeld, DE

Ceromat R Schittelinkubator

B. Braun Biotech International GmbH,
Melsungen, DE

Eismaschine AF 100

Scotsman, VerNicht Hills, IL, USA

Amaxa Nucleofector

Lonza Bioscience AG, Basel, Schweiz

FACSCanto-Il Durchflusszytometer

BD Biosciences, San Jose, CA, USA

FLUOstar OPTIMA

BMG LABTECH, Ortenberg, DE

Inkubator Zellen 37 °C

Kendro Lab Products, Langenselbold, DE

Mikrowelle KOR-6D07

Daewoo, Seoul, Korea

Milli-Q-Synthesis Wasser Purifikations
System

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Germany

NanoDrop ND1000 Spektrophotometer

NanoDrop, Wilmington, DE, USA

Nikon Eclipse TE2000-S Mikroskop

Nikon Instruments Europe BV, NE

pH Meter Lab 850

S| Analytics GmbH, Mainz, Germany

Sterilbank

Heraeus Holding GmbH, Hanau, DE

Thermocycler T Gradient

Biometra GmbH, Gottingen, DE
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Thermocycler T3

Biometra GmbH, Gottingen, DE

Thermomixer compact Heizblock

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Tischzentrifuge 5415 R

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Transferpipette ® 10 pl

Brand, Wertheim, DE

Transferpipette ® 100 pl

Brand, Wertheim, DE

Transferpipette ® 1000 pl

Brand, Wertheim, DE

Transilluminator UST-30M-8R

BioView Ltd., Billerica, MA, USA

Vacuumpumpe MZ 2 C

Vacuubrand GmbH, Wertheim, DE

Vortex Genie2

Scientific Industries, Bohemia, NY, USA

Vortex Microspin FV-2400

Biosan, Riga, Latvia

Waage

SCALTEC Instruments GmbH,
Heiligenstadt, DE

Wasserbad W12

Labortechnik Medingen, Arnsdorf, DE

Zentrifuge 5810

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Zentrifuge Megafuge 1.0R

Heraeus Holding GmbH, Hanau, DE

3.13 Software

Tabelle 14: Verwendete Software

Software

Referenz

CorelDRAW X8

Corel PHOTO PAINT X8

Corel Corporation, Ottawa, Ontario, Kanada

Microsoft Office

Microsoft, Redmond, WA, USA

ImageJ 1.49v

Wayne Rasband, National Institutes of Health,
USA

NIS-Elements BR 3.0

Laboratory Imaging, Nikon Instruments Europe
BV, Netherlands

SnapGene 2.8.2

GSL Biotech LLC, Chicago, USA

Chromas 2.4.3

Technelysium Pty Ltd, South Brisbane,

Australia

SigmaPlot 12.5

Systat Software GmbH, Erkrath, DE
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4 Methoden

4.1 Klonierung von Konstrukten

Die Intention des Klonierungsvorganges war es zum einen, die jeweiligen Ziel-DNAs, die die
ausgewahlten SNPs in ihrer Sequenz beinhalteten, herzustellen und in die Zielvektoren zu
ligieren. Im Falle der HEK293T Transfektionen handelte es sich dabei um den pCAG EGxxFP-
Vektor. Die Zielsequenz wurde dabei zwischen die beiden EGxxFP-Expressionskassetten
kloniert.

Dartber hinaus wurden auf diesem Wege Vektoren hergestellt, die sowohl kodierende
Sequenzen fir die Cas9-Endonuklease, die SNP-spezifischen sgRNAs, als auch fur die
fluoreszierenden Proteine enthielten. Der Ablauf der Klonierung der entsprechenden sgRNA-
Sequenzen in den px330-mCherry und den px459-GFP-Vektor wird unter 4.1.10.2
beschrieben.

Die exakten Vektorbezeichnungen sind in Tabelle 3 aufgefihrt.

4.1.1 PCR- Amplifizierung der DNA-Fragmente

Mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) wurden die fur die Klonierung notwendigen DNA-
Fragmente zunachst amplifiziert. Um die anschlieRende Ligation in die Zielvektoren méglich
zu machen, wurden die Amplikons zusatzlich mit Restriktionsschnittstellen versehen. Die daflr
verwendeten Primer sind in Tabelle 6 aufgelistet.

Es wurde folgender PCR-Reaktionsansatz herangezogen:

Tabelle 15: Verwendeter PCR-Ansatz

Komponente Menge
DNA- Template (50-100 ng/ul) 2 pl
Forward- Primer (10puM) 1l
Reverse- Primer (10uM) 1l
dNTP (5mM) 2l

5x Go-Tag-Puffer 5ul
Go-Tag-Polymerase 0,1ul
H>O (Millipore) 13,9l
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Die sich anschlieRende PCR im Thermocycler erfolgte mit den Einstellungen:

Tabelle 16: PCR-Einstellung des Thermocyclers

Reaktionsschritt Temperatur Dauer

1. Initiale Denaturierung 95°C 2min

2. Denaturierung 94°C 30s

3. Annealing 59°C 30s

4. Elongation 72°C variabel *
5. Finale Elongation 72°C 5min

6. Pause 15°C oo

*Dauer abhangig von PCR-GroRe: 1min/ 1kb; 33-fache Wiederholung der Schritte 2-5

4.1.2 Agarosegelelektrophorese

Mittels Gelelektrophorese wurden die amplifizierten PCR Produkte anschlieRend auf ihre
korrekte Grof3e beurteilt.

Das Gemisch aus 1 % (w/v) Agarose und TBE Puffer wurde zunachst erhitzt, bis die Agarose
komplett geschmolzen war und dann auf eine Temperatur von <45°C gekuhlt. Es wurde 1
Tropfen einer 0.07 % Ethidiumbromidlésung zugefiigt. Die Zusammensetzung des Gels ist in
Tabelle 17 aufgefuhrt.

Nach Aushartung des Gels wurde den DNA Proben Bromphenolblau Ladepuffer (5x Losung)

zugesetzt, bevor diese auf das Gel geladen wurden. 3 pl GeneRuler™ DNA Ladder Mix

wurden als Molekularmassenstandard eingesetzt.

Tabelle 17: Zusammensetzung 1% Agarose Gels

Komponente Menge
Bioenzym Agarose 159

1x TBE Puffer 150 mi
Ethidiumbromid (0,07%) 1 Tropfen

Die Elektrophorese erfolgte mit 200 Volt (V) und einer Dauer von circa 20 Minuten. Abhéngig
von ihrem Molekulargewicht trennten sich die einzelnen Fragmente auf und konnten

anschlielend unter UV-Licht beurteilt werden.
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4.1.3 Aufreinigung der PCR-Produkte

Die PCR- Fragmente wurden unter UV-Durchleuchtung unter Zuhilfenahme eines Skalpells
aus dem Gel extrahiert und mittels des NucleoSpin® Gel und PCR Clean-Up-Kits nach
Herstellerangaben aufgereinigt, in 35ul destilliertem Wasser (A.d.) eluiert und bis zum

Gebrauch bei -20°C gelagert.

4.1.4 Ligation in pGem®-T-Vektor

Erfolgreich amplifizierte und aufgereinigte PCR-Produkte wurden mittels des pGEM®-T vector
kits in den pGEM®-T Vektor ligiert, anhand des Ligationsprotokolls in Tabelle 18. Es folgte
eine Inkubation des Ansatzes bei 14°C Uber Nacht. Durch die Go-Taq Polymerase wurde
wahrend der PCR ein Adenosiniberhang des PCR-Produkts generiert. Dieser ermdglichte
durch eine Interaktion mit dem Thyminuberhang des Vektors die Ligation. Fir diesen Vorgang

wurden folgende Komponenten bendtigt:

Tabelle 18: Ligationsansatz pGem®-T-Vektor

Komponente Menge
pGem®-T-Vektor 0,5ul
T4 DNA Ligase 0,5 ul
2x Rapid Puffer 5ul
DNA-Insert 4 ul

4.1.5 Hitzeschock-Transformation in E. coli Bakterien

Fur die Transformation in die E. coli Bakterien wurde zunachst ein 100pl-Aliquot kompetenter
Bakterien des DH5a Stammes schonend auf Eis aufgetaut. Die Halfte des obigen
Ligationsansatzes wurde zugegeben und anschlieBend 30 Minuten auf Eis inkubiert. Als
Transformationsmethode wurde in diesem Fall auf das Hitzeschockverfahren zuriickgegriffen
bei dem das Reaktionsgemisch aus Bakterienkultur und Ligationsansatz fiir 40 Sekunden bei
42° Celsius in den Heizblock und anschlieRend wieder auf Eis gestellt wurde. Nach einer
kurzen Inkubationszeit wurde 900ul SOC-Medium hinzugegeben und der Ansatz flir eine

Dauer von ungeféhr einer Stunde im Schuttelinkubator bei 37° belassen. 200ul davon wurden
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im Anschluss daran auf LB-Platten ausplattiert und tUber Nacht im Bakterienbrutschrank
inkubiert.

Eine Auswahl der entstandenen Bakterienkolonien wurde am nadchsten Tag von der Platte
isoliert und je in mit Ampicillin (1L00uM Endverdiinnung) versetzten LB-Medium nochmalig tber
Nacht in den Schuttelinkubator gestellt.

4.1.6 Colony-PCR

Der Erfolg der Ligation wurde anschlie@end mittels Colony-PCR (C- PCR) der
Bakterienkolonien eruiert. Die daflir eingesetzten Primer sind Tabelle 6 zu entnehmen.
Folgender Reaktionsansatz wurde dafir verwendet:

Tabelle 19: Reaktionsansatz Colony- PCR

Komponente Menge
Plasmid Template (~20 ng/ul) 2 pl
Forward-Primer (10 uM) Tl
Reverse-Primer (10uM) 1l
dNTP’s (5 mM) 2l
10x Haus-Tag-Puffer (15 mM MgCl2) 2,5ul
Haus-Tag-Polymerase 0,5ul
H,O (Millipore) 16ul

Die Beurteilung erfolgte nach elektrophoretischer Auftrennung anhand der Grof3e der
beobachteten Fragmente unter UV-Durchleuchtung wie unter Punkt 4.1.2 beschrieben.
Bakterienkolonien, die Trager der korrekten Insertsequenz waren, wurden ausgewahlt und in
mit 5ul Ampicillin und 200mM Stocksolution versetztem LB-Medium in 5mi-Kulturen tber Nacht

bei 37° angesetzt.

4.1.7 Plasmid Praparation-Mini Prap

Die Plasmidpraparation der Ubernachtkulturen wurde mithilfe des NucleoSpin® Plasmid-Kits
nach Anleitung des Herstellers am nachsten Tag durchgefiihrt. Die Elution der isolierten DNA
erfolgte in 35ul A.d. Mittels NanoDrop® Spectrophotometer wurde die Plasmid Konzentration

vermessen und fir die Sequenzierung anschliel3end auf 50ng/pl verdiinnt.
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4.1.8 Sanger Sequenzierung

Um herauszufinden, in welchen Auspragungen die SNPs in den isolierten Plasmiden
vorhanden waren, wurden die Sequenzen anschlieend einer Sanger Sequenzierung
unterzogen. Der Reaktionsansatz der Cycle Sequencing-Reaktion istin Tabelle 20 dargestellt.
Die Reaktionskomponenten wurden dem BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kitv1.1, v3.1

enthommen.

Tabelle 20: Reaktionsansatz Cycle Sequencing

Komponente Menge
Plasmid-Verdinnung (50ng) 2ul
F-oder R-Primer (10uM) 1ul

5x BigDyeR Terminator Puffer 2ul
BigDyeR Terminator Reaktionsmix 0,3ul
H>O (Millipore) 4,7yl

Die nachfolgende Tabelle 20 zeigt die Einstellungen des Cycle Sequencing-Programms des

Thermocyclers

Tabelle 21: Sequenziereinstellung am Thermocycler

Reaktionsschritt Temperatur Dauer
1. Initiale Denaturierung 94°C 3min
2. Denaturierung 94°C 30s
3. Annealing 58°C 30s

4. Elongation 60°C 3min
5. Finale Elongation 60°C 5min
6. Pause 15°C o0

26-fache Wiederholung der Schritte 2-5

Dem Cycle Sequencing schloss sich die Fallung der DNA mit EDTA an. 4ul EDTA (125mM
Stocklésung) und 50ul 100%-Ethanol wurden dem Reaktionsansatz aus Tabelle 21 zugefigt,
gevortext und 10min lang bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine 30
minUtige Zentrifugation bei 4000 Umdrehungen und 4°C. Der Uberstand wurde verworfen. Mit

der Absicht eventuelle Restfliissigkeiten vollstandig zu entfernen, wurde das Behéaltnis mit dem
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Pellet kurz kopfuber zentrifugiert. Nach Zugabe von 70ul 70%-Ethanol zum Pellet schloss sich
eine erneute 30-miniitige Zentrifugation an. Der Uberstand wurde abgekippt und das Behaltnis
inklusive Pellet erneut Giber Kopf zentrifugiert. Zur Resuspension des Pellets wurden 15ul HiDi-
Formamid hinzugegeben. Die darauffolgende Sequenzierung lief im ADbi3130x1 Genetic
Analyser ab. Fiur die Auswertung der Sequenzen wurden die Programme Chromas und
SnapGene verwendet.

4.1.9 Restriktionsverdau
Nach Bestatigung der korrekten Sequenz wurde anschlieBend fir jede der beiden SNP-
Allelvarianten ein positiver Klon ausgewabhlt. Mittels der Restriktionsenzyme EcoRI und BamHI

wurden die Inserts aus dem pGEM®-T-Vektor exzisiert. Der Restriktionsverdau erfolgte

anhand der Komponenten in Tabelle 22.

Tabelle 22: Reaktionsansatz Restriktionsverdau

Komponente Menge
Unverdiinntes Plasmid 15pl
EcoRlI 0,5ul
BamHI 0,5ul
10xPuffer (Cutsmart) 3l
H>O (Millipore) 11ul

Das Reaktionsgemisch wurde bei 37°C Uber Nacht inkubiert und anschlieBend mittels
Gelelektrophorese untersucht. Die erfolgreiche Restriktion war zu erkennen an einer kleineren
Bande um 500 Basen, die die Zielsequenz reprasentierte und zeitgleich zu der gro3eren
Bande um 3kb des pGem®-T-Vektors existierte. Die Extraktion und Praparation der
Erstgenannte erfolgte nach bereits beschriebenem Protokoll mit dem NucleoSpin® Gel und
PCR Clean-Up-Kit.

4.1.10 Ligation in die Expressionsvektoren

4.1.10.1 Ligation der Zielsequenz in den Expressionsvektor pCAG-EGxxFP
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Zielvektor pCAG-EGxxFP mit den

Restriktionsenzymen EcoRI und BamHI Uber Nacht verdaut und nach Gelelektrophorese

Ebenso wie die Zielsequenz wurde auch der

analog zu bereits beschriebener Methodik aus dem Gel extrahiert. In Tabelle 22 ist der

Reaktionsansatz des Verdaus der Zielvektoren aufgefihrt:

Tabelle 23: Ansatz Zielvektorverdau

Komponenten Menge
PCAG-EGxxFP (1pug/ul) 0,5ul
EcoRlI 0,5ul
BamHI 0,5ul
10xPuffer (Cutsmart) 3l
H>O (Millipore) 25,5l

Durch die Verwendung der gleichen Restriktionsenzyme besalien sowohl Zielsequenz als

auch —vektor identische Schnittstellen. Diese Tatsache ermdéglichte die Ligation in den

Expressionsvektor pCAG-EGxxFP.

Die Mengenverhaltnisse fiir den Ligationsansatz lassen sich Tabelle 24 entnehmen.

Tabelle 24: Reaktionsansatz der Ligation der Zielsequenz in den Zielvektor

Komponente Menge
Verdauter pCAG-EGxxFP Vektor (~25ng/ul)  2ul
Insert (Zielsequenz) 8ul
T4-DNA-Ligase Tl
10xT4-Ligationspuffer 2ul
H>O (Millipore) 7yl

4.1.10.2 Ligation der sgRNA in den px330- mCherry-Vektor

Fur die Klonierung der sgRNAs in die Ziel- Expressionsvektoren wurde zunachst ein bei 37°

ein 30 minutiger Verdau der Plasmide mit Bbsl durchgefiihrt (Tabelle 25):

Tabelle 25: Bbsl-Verdau der Expressionsvektoren px330-mCherry und px459-GFP

Komponente Menge
Plasmid 1ug
Fast Digest Bbsl 1l
FastAP 1l
10x FastDigest Puffer 2 ul
H.O (Millipore) 15 pl
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Die verdauten Plasmide wurden anschlieBend mittels einer Gelelektrophorese aufgereinigt

und in 50 ul A.d. eluiert.

Fur die Phosphorylierung und das Annealing der Oligonukleotidpaare (aus Tabelle 5)

wurden folgende Komponenten bendtigt (Tabelle 26).

Tabelle 26: Phosphorylierung und Annealing der Oligonukleotide

Komponente Menge
Oligonukleotid 1 (100uM) 1l
Oligonukleotid 2 (100uM) 1l
10xT4 Ligationspuffer 1l
T4 PNK 0,5 ul
ATP (10 mM) 1l
H,O (Millipore) 5,5 ul

Das Annealen der Oligonukleotide erfolgte im RAMP- Programm des Thermocyclers. Nach
einer 30 mindtigen Inkubationszeit bei 37°C wurde zunachst die Temperatur fir 5 Minuten
auf 95°C angehoben. In einem nachsten Schritt wurde alle 5 Minuten die Temperatur um 5°C

bis zu einer Zieltemperatur von 25°C gesenkt.
Der Reaktionsansatz fiir die letztendliche Ligation der sgRNAs in die Zielvektoren px330-

mCherry bzw. px459-GFP ist in folgender Tabelle dargestellt:

Der Ligationsreaktionsansatz wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Tabelle 27: Ligation der sgRNAs in die Zielvektoren px330-mCherry bzw. px459-GFP

Komponente Menge
Bbsl verdautes Plasmid (50ng) Xul
Oligonukleotid- Duplex (1:200 Verdinnung) 1 pl

2x Quickligation Puffer 5ul
Quick Ligase (T4-DNA-Ligase) 1u
H.O (Millipore) Xul
Gesamt 11l

Nach erfolgreicher Ligation wurden die Konstrukte in DH5x-Zellen transformiert und auf LB-

Platten ausplattiert. Der Ablauf vollzog sich analog zu 4.1.5.
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Von einer Auswahl an Klonen wurde am néachsten Tag eine 5 ml Ubernachtkultur angelegt.

In einem letzten Schritt erfolgte eine Kontrolle, ob die Ligation erfolgreich war und somit ein
Insert im Vektor vorhanden war und, ob die Plasmide Tréger der korrekten sgRNA Sequenz
waren. Dafir wurde von einer Mini-Prap der Ubernachtkultur eine Sequenzierung der

aufgereinigten Plasmid-DNA durchgefihrt.

Die Kulturen, die die korrekte sgRNA-Sequenz trugen, wurden in eine 100ml-Ubernachtkultur
dberfuhrt und die Plasmid-DNA mittels des
NucleoBond® XtraMidi Kits prapariert. Zugunsten einer einfacheren Handhabung wurden die

Plasmidkonzentrationen auf ca. 1000ng/ul verdinnt.

4.1.11 Herstellung von Glycerolstocks

Um bei Bedarf neue Plasmidpraparationen durchfiihren zu kdénnen, wurden jeweils
Glycerolstocks der Konstrukt- tragenden E. coli-Klone angelegt. Dafur wurden 830ul einer
frischnen Ubernacht-Bakterienkultur 170yl 100%-Glycerol zugefiigt. Diese dienen der
Langzeitaufbewahrung bei -80°C.

4.2 Kultivierung der Zelllinien

Alle Zelllinien wurden in einem Hera Cell 150 Inkubator bei einer konstanten Temperatur von
37°C und einem CO; Gehalt von 5% aufbewahrt. Eine Kultivierung der Zellen erfolgte in
Komplettmedium. Die Zellkulturmedien wurden bei 4°C gelagert und vor Gebrauch im
Wasserbad auf 37°C erwdrmt. Der Konfluenz und Zustand der Zellen wurde vor der
Verwendung in den Experimenten oder vor der Passagierung der Zellen unter dem Mikroskop

evaluiert.

4.2.1 Kultivierung HEK 293T- Zellen

Bei den fir die Transfektion verwendeten Zellenlinien handelt es sich zum einen um
eukaryotische HEK293T-Zellen. Abhéngig von Konfluenz und Wachstum der Zellen wurden
diese mehrmals die Woche gesplittet und auf neue 10 cm Schalen ausgesat. Fir diesen
Vorgang wurde das alte Medium zunéchst abgesaugt, die Zellen mithilfe von frischem

Komplettmedium von der Platte abgeldst und anschlieRend herunter zentrifugiert. Der dabei
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entstandene Uberstand wurde entfernt und das Zellpellet in frischem Medium geldst. Das
Zellsuspensat wurde je nach gewlnschtem Konfluenzgrad und Teilungsverhdltnis auf eine
wechselnde Anzahl neuer Platten verteilt und durch das Hinzufigen neuen Mediums auf ein
Gesamtvolumen von 10ml gebracht. 24 Stunden vor der Transfektion wurden die HEK 293T-
Zellen nochmals gesplittet, so, dass die Zellen am néchsten Tag eine Konfluenz von 70-80%
aufwiesen.

4.2.2 Kultivierung Fibroblasten

Bei der zweiten verwendeten Zelllinie handelt es sich um humane Fibroblasten zweier BVMD
Patienten. Im Unterschied zu den letztgenannten musste fur das Splitten und Ernten der Zellen
zunachst eine mehrmindtige Inkubation mit Trypsin erfolgen, bevor diese mit Komplettmedium
von der Unterfliche gelést werden konnten. Der restliche Vorgang verlief analog zur
Kultivierung der HEK293T-Zellen.

4.3 Transfektionen der Zellen

4.3.1 Chemische Reverse Transfektion der HEK 293T- Zellen

Fur die Transfektion der HEK 293T Zellen wurde zundchst auf Raumtemperatur gebrachtes
Opti-MEM®-Medium in eine 96-Well-Platte vorgelegt und 0,188ug der EGxxFP-
Vektorkonstrukte zusammen mit 0,188ug der sgRNAs und dem TransIT®-2020
Transfektionsreagenz hinzugefigt und fur 25 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Wahrenddessen wurden die HEK 293T-Zellen geerntet und nach der Inkubationszeit auf die
96-Well-Platte Uberfuhrt. Fur die Transfektion wurde pro Platte eine Zellzahl zwischen 2-6x
106 bendtigt. 24 Stunden spater musste neues Medium zugefiihrt werden.

Nach 48 Stunden wurden die transfizierten Zellen fir die Messungen auf Polylysin-
beschichtete schwarze 96-Well-Platten Ubertragen. Zu diesem Zweck mussten die Zellen
zunachst von der urspringlichen Platte abgelost werden. Dies geschah durch eine 8-mintige
Inkubation in DPBS mit zugefuigtem 1%-EDTA und anschlie3ender Mobilisation der Zellen
durch Komplettmedium. Mikroskopische Fluoreszenz Aufnahmen gaben Aufschluss Uber den
Transfektionserfolg 72 Stunden nach Transfektion. Vor der Erhebung quantifizierbarer Daten
am FIluoSTAR OPTIMA Platten-Reader wurde mittels DAPI eine Farbung der Zellkerne

durchgefihrt. Dies diente dem Zweck der Normalisierung der Messwerte zur Zellzahl. Dafir
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wurden die Zellen 15 Minuten in einer 1:2000 DAPI:.DPBS-Mischung inkubiert und

anschlieffend die Fluoreszenzintensitaten am Plattenreader vermessen.

4.3.2 Transfektion der Fibroblasten-Elektroporationsmethode

Die Transfektion der Fibrobasten erfolgte nach dem Elektroporationsverfahren. 24 Stunden
vorher wurden die Zellen gesplittet, so, dass sich die Zellen in der logarithmischen
Wachstumsphase befanden. Am Tag der Transfektion wurden diese zunachst geerntet,
pelletiert und die Zellen in 100ul des Transfektionspuffers des Nucleofector™ Kits nach
Herstellerangaben resuspendiert. Es wurden 1.0 x 10° Fibroblasten pro Transfektion und Well
eingesetzt. Diese wurden vorher mittels des CASY TT gezahlt. Nach Zugabe von 3ug der
sgRNAs zu der Suspension wurden die Zellen anschlie3end in eine sterile 3mm Amaxa
Nukleofektions- Kulvette transferriert und mit dem auf Fibroblasten zugeschnittenen
Nukleofektionsprogramm U-23 elektroporiert. Zur Regeneration wurden die Zellen in 300ul
Gibco® RPMI 1640 Medium 10 Minuten bei 37° inkubiert und anschlieend auf 6-Well-Platten

mit vorgelegtem und vorgewarmten DMEM- Kulturmedium tberfihrt.

4.4 Zellsorting mittels Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)-

Durchflusszytometer

Positiv transfizierte Fibroblasten wurden 72 Stunden nach Transfektion anhand des roten bzw.
grunen Fluoreszenzsignals mittels FACS-Sorting aussortiert, gesammelt und anschlie3end
erneut kultiviert. Ziel dieses Unterfangens war es, die Zellen anschliel3end auf entstandene

Insertionen/Deletionen und somit den Erfolg des CRISPR/Cas9-Systems zu untersuchen.

4.5 Evaluation der CRISPR/Cas9-Effizienz und Spezifitat

4.5.1 Isolation und Praparation genomischer DNA aus Fibroblasten

Um die CRISPR/Cas9-Effizienz evaluieren zu kénnen wurde die DNA der positiv transfizierten
Fibroblasten zuné&chst prapariert. Fur diesen Zweck wurden die Zellen analog zu Punkt 4.2.2
geerntet und pelletiert und anschliel3end in 500ul LAIRDS-Puffer, 50ul Proteinase und 50ul

20% SDS resuspendiert. Die Mischung wurde zum Verdau bei 52° Glber Nacht im Thermomixer
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belassen. Am néachsten Tag erfolgte die Fallung der DNA. Daflir wurde das Suspensat 15
Minuten bei maximaler Umdrehungszahl zentrifugiert und der Uberstand in ein neues 2ml
Behaéltnis Gberfihrt. Nach Zugabe von 500ul N-Propanol zur Flussigkeit, schloss sich erneut
eine 15-minitige Zentrifugation an. Der Uberstand wurde verworfen und es folgte ein
Waschschritt mit 500ul 70%-Propanol und 15-minutiger Zentrifugation. Die uberstehende
Flussigkeit wurde nochmalig abgekippt und das Zellpellet am Boden des Behéltnisses Uber
einen Zeitraum von ungefahr 10 Minuten getrocknet. Die fertig praparierte DNA wurde in 400pl
destilliertem Wasser gelost.

4.5.2 PCR-Amplifikation SNP-einschlieRender DNA-Sequenzen

AnschlieBend erfolgte eine PCR- Amplifikation der genomischen DNA. Die beiden Primer
wurden dabei so gewahlt, dass sie jeweils SNPs und die mutmallich gecrisperte DNA in ihrer
Sequenz einschlieen. Die Mengenverhaltnisse des PCR-Ansatzes lassen sich Tabelle 28

entnehmen.

Tabelle 28: Reaktionsansatz PCR-Amplifikation SNP-einschlieRender DNA-Sequenzen

Komponente Menge
praparierte DNA (~10ng/ul) Sul
Forward-Primer (10uM) 1l
Reverse-Primer (10uM) 1l
dNTP (5mM) 2 ul

5x Go-Tag-Puffer 5ul
Go-Tag-Polymerase 0,1 ul
H>O (Millipore) 10,9 ul

Die verwendeten Primer lassen sich Tabelle 6 entnehmen.

Die Einstellungen des Thermocyclers fiir die PCR sind in Tabelle 16 dargestellt.

Analog zu 4.1.2 erfolgte die Evaluation der PCR nach elektrophoretischer Auftrennung anhand
der GroRe der beobachteten Fragmente unter UV-Durchleuchtung wie unter Punkt 4.1.2
beschrieben. Die korrekten Banden wurden zur Elution extrahiert und anschlieRend in den
pGem®-T-Vektor Vektor kloniert (s. 4.1.4). Die Konstrukte wurden am Folgetag in DH5a-

Zellen transformiert und auf LB-Platten ausplattiert (analog zu Punkt 4.1.5).
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4.5.3 Colony-PCR

Die Colony-PCR diente dem Zweck, positiv gecrisperte Klone identifizieren und ausselektieren
zu kdnnen. Um ein statistisch aussagekréftiges Ergebnis generieren zu kdnnen, wurde am
darauf folgenden Tag so viele Bakterienklone wie méglich von der bewachsenen LB- Platte
isoliert und je in mit 200pg/ml Ampicillin versetztem 20ul LB-Medium bei 37°C fir 3 Stunden
inkubiert. Diese Kultur wurde als template fir die nachfolgende PCR-Reaktion eingesetzt. Die
in Tabelle 6 dargestellten Primer wurden fir die Amplifikation der Insertfragmente verwendet.

Der Reaktionsansatz der Colony-PCR war wie folgt:

Tabelle 29: PCR-Ansatz Colony-PCR zur Identifikation gecrisperter Klone

Komponente Menge
E.coli-Kultur 2 pl
Forward-Primer (10uM) 1l
Reverse-Primer (10uM) 1pl
dNTP (5mM) 2l

5x Go-Tag-Puffer 5l
Go-Tag-Polymerase 0,1ul
H2O (Millipore) 13,9ul

Die Einstellungen des Thermocyclers lassen sich Tabelle 26 entnehmen:

Tabelle 30: PCR-Einstellung des Thermocyclers Colony-PCR

Reaktionsschritt Temperatur Dauer

1. Initiale Denaturierung 95°C 2min

2. Denaturierung 94°C 30s

3. Annealing 58°C 30s

4. Elongation 72°C variabel *
5. Finale Elongation 72°C 5min

6. Pause 15°C oo

*Dauer abhangig von PCR-GroRRe: 1min/ 1kb; 29-fache Wiederholung der Schritte 2-5

Der PCR wurde anschlielBend auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen. Positiv gecrisperte

Klone konnten anhand der Fragmentgrol3e identifiziert werden.
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4.5.4 Sanger-Sequenzierung positiv gecrisperter Klone
Diejenigen Kulturen, die im Rahmen der Colony-PCR gecrisperte DNA aufwiesen, wurden

anschlie3end einer Sanger-Sequenzierung unterzogen, um die Effizienz und Spezifitat der

sgRNAs evaluieren zu kénnen.
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5 Vorarbeiten

Um den Haplotyp-spezifischen Ansatz verfolgen zu kdénnen, war eine umfangreiche SNP-
Analyse am BEST1-Locus erforderlich. Diese Daten wurden auf Basis des 1000 Genom
Projekts gewonnen, welches die Genome von 2.504 Individuen aus 26 Populationen auf
genetische Variationen untersuchte (Auton et al. 2015).

Hierzu wurden am Institut fir Humangenetik in Regensburg bereits wichtige Vorarbeiten

geleistet, die an dieser Stelle erwahnt werden sollen.

5.1 Bioinformatische Vorarbeiten

Im Rahmen des 1000 Genom Projekts konnten insgesamt 84,7 Millionen SNPs identifiziert
werden. Von diesen befinden sich 1.191 SNPs in der BEST1-Genregion.

Um moglichst viele Haplotypen der Allgemeinbevilkerung am M. Best Genort mit mdglichst
wenigen sgRNAs addressieren zu kdnnen, wurden SNPs mit einer Haufigkeit von >5% in der
europaischen Bevolkerung in die Folgeanalysen einbezogen. Aufgrund dieses Kriteriums

reduzierte sich die Anzahl der SNPs im M. Best Genort auf 69.

Die sgRNAs wurden bioinformatisch Uber die Software CRISPR-Design-Tool und Benchling

entworfen. Die Kriterien fur die Auswahl waren:

1. Ein moglichst hoher on-target score bei einem moglichst niedrigen off-target score.
Mithilfe des Optimized CRISPR Design-Tools konnten Vorhersagewerte Uber die
mutmalfilichen Effizienzen der sgRNAs generiert werden, die an eine ausgewahlte
Zielsequenz mit hoher Spezifitat binden sollten (on-target score). Dariiber hinaus
lieferte das Programm Auskunft darUber, inwiefern weitere Sequenzen aufgrund
von Ahnlichkeiten zur Zielsequenz potentiell durch das CRISPR/Cas9-System
beeintrachtigt werden kénnten (off-target score). Als ausreichend effizient wurden
sgRNAs mit einem on-target Wert von >50% erachtet. Die Scores wurden
berechnet fir sgRNAs mit einer Lange von 20 bp. Fur sgRNAs abweichender
Lange oder modifizierter Basenabfolge bestand keine Mdoglichkeit einer

bioinformatischen Vorhersage.
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2. Das Vorkommen einer PAM-Sequenz, die eine Entfernung von mehr als 10 bp zum
Ziel-SNP nicht Uberschreitet. Begriindet wird dies durch die Theorie, dass die
Erkennung der Zielsequenz besonders durch die ersten Nukleotide in unmittelbarer
N&he zur PAM gewahrleistet wird, die sogenannte ,Seed“ Region. Mit
zunehmender Entfernung von dieser Erkennungssequenz nimmt die Effizienz der

Bindung zwischen Zielsequenz und sgRNA ab (Le Cong et al. 2013).

3. Die Position des SNP und die der N-Stelle der NGG-PAM dirfen nicht
Ubereinstimmen. Da diese Position variabel durch alle Nukleotide besetzt werden
kann, wirden sowohl die Ziel- als auch die Nicht-Zielsequenz eine PAM ausbilden.
Da sich die beiden Sequenzen nur an einer Nukleotidposition unterscheiden und
somit die restliche Nukleotidabfolge vollstandig Ubereinstimmen wirde, ware in
diesem Fall eine Unterscheidung zwischen mutantem und nicht-mutantem Allel

nicht moglich.
4. Die Lokalisation der SNPs auRerhalb repetitiver Sequenzen
Diese Auswabhlkriterien reduzierten die Anzahl moéglicher SNPs am M. Best Genort auf 22, die

durch das CRISPR/Cas9-System sinnvoll angesteuert werden kénnen. Deren Lokalisation in

der BEST1-Region ist in nachfolgender Abbildung dargestellt:

Ichr11(q12.2-q12.3) IS s TN W i PRI

chr11:61,890,00 , 20k , chr11:61,970,00
| 4 L ————————— T
‘ RAB3IL1 BEST1 FTH1
5 kb
chr11:61,943,753 , : chr11:61,964,011
; Ex1 Ex2 Ei(3 Ex4 Ex5 Ei(ﬁ Ex7 Ei<8 Ex9 Ex10 :
: | i H—= | il
A A A A A A A A A A )
239 298 387 417 517 542 553 A581 631 655 716 749 772 798
390 429 534 550 564 587 756

759
Abbildung 4: Analysierte BEST1- Genregion und Lokalisation der 22 finalen SNPs

Oberster Graph: Lokalisation des BEST1- Genabschnitts auf dem langen Arm von Chromosom 11q12.2-912.3.
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Erster Ausschnitt: BEST1-Genregion zeigt die relative Position der angrenzenden Gene RAB3IL1 und FTH1;
Zweiter Ausschnitt: Lokalisation der Kriterien-gefilterten 22 SNPs im und in unmittelbarer Ndhe des BEST1-
Genlocus;

Abkirzungen: Ex: Exon; grine Dreiecke: Position der bereits in friilheren Projekten bearbeiteten SNPs; rote
Dreiecke: in dieser Arbeit analysierte SNPs (Abbildung wurde der Promotionsarbeit von Diana Eisner entnommen
und leicht verandert)

Abbildung 4 zeigt den genomischen BEST1-Lokus auf drei gezoomten Ebenen. Die
Positionen der 22 ausgewéhlten SNPs, die oben genannte Kriterien erfillen, lassen sich der
zweiten bzw. letzten VergréRerungsebene entnehmen. Einige SNPs wurden im Rahmen
vorheriger Arbeiten bereits analysiert und geeignete sgRNAs entworfen und optimiert. Die in
Abbildung 4 durch rote Dreiecke markierten SNPs 390, 429, 534 und 581 sollen in dieser
Arbeit ndher untersucht werden. Die ersten funf SNPs 239, 298, 387, 390 und 417 befinden
sich noch vor dem Startcodon im Exon 2 und sind somit in nicht kodierenden Sequenzen
lokalisiert. Zudem erwahnenswert sind die SNPs in exonischen Abschnitten: SNP 429 in Exon
2, SNP 534 in Exon 3, sowie den SNPs 749, 756 und 759 in Exon 10. Auf die Bedeutung der

Positionen soll spater naher eingegangen werden.

Interne SNP-Bezeichnung
239 298 387 390 417 429 517 534 542 550 553 564 581 587 631 655 716 749 756 759 772 798 Frequenz Haplotyp

G A C T G T A C A G A C G G G T T A C T T C (0.239) H1
G A C T G T A @ A G A C G G G T T G T C C C (0.202) H2
G A C T G T A C A G A C G G G T T G @ T T C (0.176) H3
G A C C G C A © A G T T T G G T T G C T T C (0.063) H4
G A C T G T C C T A A C T T T G C A C T T C (0.057) H5
G A C C G C A C A G T T T G G T T G C C T A (0.044) H6
G A C C G C A C A G A C G G G T T G C T T C (0.041) H7
G G T C G C A A A G T T T G G T T G C C T C (0.026) H8
T G T C A C A A A G T T T G G T T G T C C c (0.023) H9
T G T C A C A A A G T T T G G T T G C C T A (0.016) H10
G A C C G C A C A G T T T G G T T A C T T C (0.016) H11
G A C T G T C C T A A C T T T G c G C T T c (0.013) H12
G G C C G C A C A G A C T G T G C G C T T C (0.011) H13
G G T C G C A C A G T T T G G T T G C T T C (0.011) H14
T G T C A C A A A G T T T G G T T A C T T C (0.006) H15
G G T C G C A A A G T T T G G T T G C T T C (0.005) H16
G A C T G T A C A G A C G G G T T G C C C c (0.005) H17
G A T C A C A A A G T T T G G T T G @ C T A (0.005) H18
T A C T G T A C A G A C G G G T T A C T T C (0.005) H19
T A C C G C A C A G A C G G G T T G C T T C (0.005) H20
G A C T G T C C T A A C T T T G C G C C T A (0.005) H21
G G C C G C A C A G A C T G T G C G C C T A (0.005) H22
G A C C G C A C A G T T T G G T T G T C C C (0.003) H23
G A C T G T A C A G A C© G G G T T G C C T C (0.003) H24
G G T C G C A C A G T T T G G T T G C C T C (0.003) H25
G A C T G T C C T G A C T G G G C G C C C C (0.003) H26
G G @ T G T C C T A A C T T T G C G C C T A (0.003) H27
G A C C G C A C A G A C T G G T T G C C T A (0.003) H28
G A C C G C A C A G T T T G G T T G C C T C (0.003) H29
G A C C G C C C T A A C T T T G C G C C T A (0.002) H30

Abbildung 5: Européische Haplotypenverteilung und -frequenz auf Basis von 22 SNPs im BEST1 Locus
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Dargestellt sind die in HaploView ermittelten Haplotypen und deren relativen Haufigkeit basierend auf 22 SNPs im
BEST1-Lokus. Jede Zeile entspricht einem Haplotypen. Die farbige Markierung korreliert mit der nachstehenden
Abbildung 10 und weist auf vorhandene Haplotypen in der Patientenkohorte hin

Abbildung entnommen aus Promotionsarbeit Diana Eisner

Mithilfe der HaploView-Software, welche als Datengrundlage die Informationen aus dem 1000
Genomes Project heranzog, wurden alle verschiedenen Haplotypen der européischen
Gesamtbevolkerung mit Angabe ihrer Haufigkeitsverteilung in der Population ermittelt.
Insgesamt wurden durch die HaploView-Software 30 verschiedene Haplotypen erfasst, welche
in der obenstehenden Abbildung 5 in der Spalte ganz rechts aufgelistet sind. In der Spalte
links davon sind die jeweiligen Frequenzen der Haplotypen dargestellt, mit welchen sie in der
europaischen Bevolkerung auftreten. Die ersten 14 davon weisen eine Haufigkeit von
mindestens 1% auf.

Die erste Zeile bildet die 22 ausgewahlten SNPs ab. Im Rahmen von Vorarbeiten wurden am
Institut fir Humangenetik eine Patientenkohorte tiber 14 Studienteilnehmern rekrutiert, davon
12 M. Best Patienten und 2 gesunde Kontrollpersonen. Die 14 DNA-Proben wurden an der
Lokalisation der SNPs im BEST1-Gen sequenziert. Durch den Abgleich der Ergebnisse der
Sangersequenzierungen mit den Sequenzen der europaischen Haplotypen konnten der
Patientenkohorte jeweils eine bestimmte Haplotypenkombination zugeordnet werden. Der
nachfolgenden Abbildung 6 lasst sich dementsprechend die Verteilung innerhalb der eigenen

Patientenkohorte entnehmen.
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Interne SNP-Bezeichnung
Patient 239 298 387 390 417 429 517 534 542 550 553 564 581 587 631 655 716 749 756 759 772 798 Frequenz Haplotyp Mutation

HK T T A C G T € C (0.202) H2
C C T T T c T T (0.063) H4 A243V
sK A C C (0.063) H4
G T A (0.026) H8 A243V
D A A6 G G G T T G (0.176) [HBIET 1295del
Mutter C T A T T T G C A (0.057) H5
D A A G G G G T T * (0.239) H1
C T A T T T G C * (0.057) H5 S108R
LD A A G G 6 G T T G T C ¢C (0.202) H2
Mutter C T A T T T G C A C T T (0.057) H5 S108R
AP A AG G 6 G T T (0.176) [ETHBIET 1295del
© T A T T T G C (0.013) H12
DK C T A T T T G C T (0.013) H12 Q238R
A A G G G G T T C (0.003) H24
is T G T C A A C G A T C (0.239) H1 V86M
C A A T T T T G C A ? ?
IS * (0.239) H1 V86M
Mutter * (0.239) H1
CH (0.176) 1295del
(0.176)
DH A C (0.063) H4
G T (0.011) H14
A (0.239) H1
" 6 (0.176) [WNHSIIN 1295del

T A T T T G C A C T T (0.057) H5 N11K

MHW
H31
MOCK R218C

Abbildung 6: Haplotypenverteilung und Mutationslokalisationen innerhalb der Patientenkohorte

Dargestellt sind die Haplotypen der rekrutierten Patientenkohorte, die Bezeichnung der Mutationen im BEST1- Gen
und deren Lokalisation auf einem der beiden individuellen Haplotypen. Die Frequenz der Haplotypen innerhalb der
europdischen Bevolkerung ist gegeben. Homozygote SNPs sind ausgespart. Abbildung enthommen aus
Promotionsarbeit Diana Eisner

Die erste Zeile zeigt die ausgewahlten 22 SNPs. Die Haplotypen und deren Frequenz in der
europaischen Bevolkerung, sowie der Mutationsbezeichnung sind in den letzten drei Spalten
abgebildet. In der ersten Spalte sind die Patienten IDs verzeichnet. Im Falle des JS und MHW
konnte die Identifikation lediglich einer der beiden Haplotypen erfolgen, da nur haufige
europaische Haplotypen durch das Programm erfasst werden kénnen.

Der Haplotyp- spezifische Ansatz erfordert eine Unterscheidung zwischen nicht-mutiertem und
mutiertem Haplotyp. Da fur die Differenzierung der beiden individuellen Haplotypen somit
lediglich heterozygote SNPs von Nutzen sind, sind homozygote auftretende SNPs in der
Abbildung ausgespart. Anhand dieser Ergebnisse erfolgte spater die Auswahl spezifischer

SNPs bzw. SNP- Kombinationen, die fiir den CRISPR/Cas-Ansatz eingesetzt werden sollen.
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5.2 Experimentelle Vorarbeiten

Wie erwéhnt, wurden fur die drei SNPs 581, 756 und 749 in jeweils beiden Allelauspragungen
SgRNAs entworfen und diese in HEK293T-Zellen getestet. Durch schrittweise Verkirzung der
Basensequenz der sgRNAs am 5°-Ende, sowie das Einfihren einzelner Punktmutationen
wurde versucht, die ausgewahlten sgRNAs in ihrer Editierungseffizienz und Allelspezifitat zu
verbessern. Die jeweils beste sgRNA fiir jede SNP Variante sollte im Rahmen dieser Arbeit in
primére Patienten Fibroblasten transfiziert werden, um deren Funktionalitat in primaren Zellen

auszutesten.

Die Fibroblasten stammen von BVMD-Patienten, die am Institut fir Humangenetik
Hautstanzen zu Forschungszwecken zur Verfligung stellten. Aus diesen wurden Fibroblasten-
Zelllinien hergestellt und diese fir spatere Experimente nach einem festgelegten Protokoll in

induzierte pluripotente Stammzellen (iPSC) fur spatere Experimente umprogrammiert.
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6 Ergebnisse

6.1 Bioinformatischer Arbeitsteil

Analog zu den Methoden vorheriger Arbeiten wurden die SNPs 390, 429, 534 und 581
zun&chst bioinformatisch untersucht.

Die sgRNAs wurden so entworfen, dass sie zu einer DNA-Sequenz, die den SNP beinhaltete,
komplementar waren. FUr die beiden Allelausprdgungen der SNPs wurde eine separate
sgRNA entworfen. Das Design und die Auswahl einer geeigneten sgRNA mittels der Web-
basierten Software CRISPR-Design Tools soll beispielhaft anhand der sgRNA fur den SNP
534 mit der Allelauspragung C (sgRNA 534-C) demonstriert werden.

"534-C"
Interactive results
hgl9 chrlil +61722624
-61722669
< J
1
all guides guide #1 | quality score: 54
scored by inverse likelihood of offtarget binding guide sequence: CGAAGGAARTGGGGATGAGE T66
on-target locus: chrll:-61
number of offtarget sites: 306 (33 are In genes)
score sequence
I Guide #1 84 | ceanceanatesseateace|| 166 | |
sequence score mismatches
CTTTGGAAATGGGGATGAGCAAG :3:
“ Gl 3G 2.3
1572
1.6 3MMs [2:4:9)
1.6 3MMs [2:8:9)
1.5
1.5
GGGAGGARAT 1.5
ARTAGGACAT! G 1.4
CCACCGACATGGGGATGAGCCAG 1.4

5’ lgaaactgactctgtattgogacagotacatccagctecatecoccatttocttegtyctygggtyagtt 3
1 1 1 1 1 1 i 1 1 1 1 Il 1 1

1 T 1 L 1 v 1 L 1 ' 1 L] 1

3 :ctttgactgagacataacgctgtcgatgtaggtEgagtaggggtaaaggaagclacgacccactcaa 5¢
===

rs1109748 C/A 8% 534

Abbildung 7: Exemplarische sgRNA- Generierung fir SNP 534C

Farbige Markierungen in A und B: dunkelblau: sgRNA Sequenz; hellblau: zur Guide komplementére Sequenz; rot:
PAM; griin: On-Target-Score; orange: Off-Target-Scores; gelb: Position des SNP 534-C und dessen Haufigkeit in
der europdischen Bevdlkerung
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A.Optimized CRISPR-Design-Layout

Anhand einer ausgewahlten Sequenz innerhalb von 45 bp um den gewiinschten SNP-534-C herum werden unter
»all guides® alle potentiellen sgRNAs aufgelistet. Der blaue Balken oben rechts zeigt die Ausrichtung der sgRNA
an.

B. Snap-Gene Design

Dargestellt ist die Position der sgRNA in der genomischen Zielsequenz.

Die SNPs 429 und 534 haben den Vorteil, in exonischen BEST1-Regionen lokalisiert zu sein.
Durch die Cas9-Endonuklease-Aktivitat entstehen in diesen Fallen DSB in kodierenden
Sequenzen, die direkt zu vorzeitigen Stoppcodons fihren kénnen. Daraus resultiert, dass
bereits die Transfektion der Cas9 Endonuklease mit jeweils einer einzelnen sgRNA
ausreichend ist, um die Beendigung der Transkription herbeizufihren. Im Gegensatz dazu
missen die in einer intronischen Sequenz liegenden SNPs 390 und 581 immer in Kombination
mit einer zweiten sgRNA fiir einen zweiten SNP angewendet werden, um mittels zweier DSB
ein Exon-uberspannendes DNA-Stlck herauszuschneiden. Je nach heterozygotem SNP-Set
ergeben sich dafir individuell unterschiedliche Kombinationsmdglichkeiten.

Darlber hinaus wurde im Falle der SNPs 390-C, 429-C und 534-C durch jeweils einen
Basenaustausch eine neue PAM-Sequenz generiert. Da sich das Erkennungsmotiv fir die
Erkennung und Bindung der sgRNA folglich nur auf einer der beiden Allel-Auspragungen

vorhanden ist, lasstt dies eine theoretisch héhere Spezifitat fir das Zielallel erwarten.

interne rs- Nummer relative Allel On-Target Position
SNP-Nr. Haufigkeit Score (%) zu PAM
390 rs972353 0,289 T 59 7
C 70 PAM (NGG)
429 rs1800007 0,289 T * *
C 47 PAM (NGG)
534 rs1109748 0,082 C 54 PAM (NGG)
A * *
581 rs195161 0,324 T 60 2

Tabelle 31: Ubersicht iiber die untersuchten SNPs und ausgewdahlte Merkmale

Aus der Tabelle ersichtlich werden die interne SNP-Bezeichnung, ihre zugehdrigen rs-Nummern, und die relative
Haufigkeit in der europaischen Bevdlkerung. Fur beide Allelauspragungen wurde die sgRNA ausgewahlt, die die
festgelegten Kriterien am besten erfiillt. Der On- Target Score (in %) wurde generiert durch die verwendete Software
(Optimized CRISPR-Design). Die letzte Spalte zeigt die Position der ausgewdahlten sgRNA zur PAM an.
Unterstrichen ist die Lokalisation des SNPs innerhalb der PAM-Sequenz.

* fir den SNP 429-T und den SNP 534-A wurde die alternative Software Benchling verwendet. Diese liefert keine
Informationen zu on-target scores oder Lokalisation im Bezug zur PAM. Daher waren diese Werte bioinformatisch
nicht bestimmbar und mussten experimentell ermittelt werden
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Bioinformatisches Design von sgRNAs mit alternativen PAM- Sequenzen

Fur die SNP-Varianten 429T und 534A konnte keine NGG-PAM-Sequenz fur die
vorgegebenen Kriterien ermittelt werden. Studien haben jedoch gezeigt, dass die SpCas9
neben der optimalen und am haufigsten verwendeten NGG-PAM auch alternativ eine NAG-
PAM toleriert. Die Cas9-Aktivitat wird durch diesen Basenaustausch zwar auf durchschnittlich
ein Funftel ihrer urspringlichen Effektivitat reduziert (Hsu et al. 2013; Zhang et al. 2015),
allerdings wird dieser SpCas9 Varianten in manchen Studien eine héhere Spezifitat
zugesprochen (Kleinstiver et al. 2015). Die SpCas9 NGG-PAM-Sequenz findet sich im
menschlichen Genom durchschnittlich alle 8 bp (Le Cong et al. 2013). Durch die Moglichkeit,
auf eine NAG-PAM auszuweichen, wird die Anzahl moglicher Targets fur die SpCas9 im
menschlichen Genom auf durchschnittlich alle 4 bp erhoht (Hsu et al. 2013). Alternativ dazu,
koénnen kirzere Cas9 Orthologe, wie zum Beispiel die des Staphylococcus aureus (SaCas9)
mit der PAM-Erkennungssequenz NNGRR(T) verwendet werden.

Um die Effizienz und Spezifitdt zwischen der SpCas9 Varianten mit NAG-PAM und der SaCas9
vergleichen zu kénnen, wurden diese beiden Ansatze parallel fur den SNP 534-A, sowie den
SNP 429-T verfolgt.

Da die Optimized CRISPR-Design Software nur imstande ist, sgRNAs mit der PAM NGG zu
generieren, musste in den Fallen, in denen diese PAM-Sequenz nicht vorhanden war, auf eine
alternative Mdglichkeit zurlickgegriffen werden. Dafiir wurde das Web- basierte Programm
Benchling-Tools verwendet. Die zur Zielsequenz komplementaren sgRNAs wurden
bioinformatisch entworfen und anschlieBend im experimentellen Teil dieser Arbeit analog zu

den anderen sgRNAs in vitro ausgetestet.
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6.2 Experimenteller Arbeitsteil

6.2.1 Austestung bioinformatisch entworfener sgRNAs in HEK 293T-Zellen

Die acht bioinformatisch entworfenen sgRNAs sollten nun experimentell auf ihre

Editingeffizienz und Allelspezifitat in vitro untersucht und anschliel3end optimiert werden.

A
G-P Zielsequenz (500 bp)
SNP
PCAG-EGX(FP I Px330- mCherry mCherry
sgRNA
UB-Promotor
'HEK 203T
B Zielsequenz (500 bp)
N\

l HR (Homologe Reparatur)

pCAG-EGxxFP ———

Fluoreszenzsignal

Abbildung 8: Transfektionsstrategie in HEK 293T-Zellen

A. Verwendete Expressionsvektoren

Links dargestellt: pCAG EGxxFP-Vektor mit der 500 bp groRRen Zielsequenz (in blau), den SNP in ihrer Sequenz
einschliefend (in rot), die beiden Fragmente der EGxxFP-Kassette (in griin) und der CAG-Promotor (in orange)
Rechts dargestellt: px330-mCherry-Vektor mit kodierenden Sequenzen fir sgRNA (in hellblau), U6-Promotor (in
violett), Cas9 (in pink), mCherry-Protein (in rot)

B. Ablauf des homologen Reparaturvorgangs der EGFP-Kassette

Bindung der Zielsequenz (dunkelblau) durch die sgRNA (hellblau). Induktion eines DSB durch die Cas9 (in gelb).
Griines Fluoreszenzsignal durch Homologe Reparatur der EGxxFP-Kassette.

50



Um die CRISPR/Cas-Effizienzen validieren zu kdnnen, wurden zwei Expressionsvektoren
verwendet (Abbildung 8A). Zum einen wurden die zu testenden sgRNAs in den px330-
mCherry-Vektor kloniert, der auch die kodierende Sequenz fur das Cas9-Protein enthielt. Bei
erfolgreicher Transfektion in die Zelle erzeugt die Expression des mCherry-Proteins ein rotes
Fluoreszenzsignal und dient somit als Kontrolle der Transfektionseffizienz. Zum anderen
wurden jeweils PCR-Produkte ~500 bp langer DNA-Fragmente, die in ihrer Sequenz den zu
targetierenden SNP beinhalteten, in den pCAG-EGxxFP-Vektor kloniert. Die HEK293 Zellen
wurden mit beiden Konstrukten co-transfiziert und nach 72h analysiert. Konnte die
Gensequenz durch den sgRNA/Cas9-Komplex erkannt und geschnitten werden, fand ein
homologer Reparaturvorgang der EGFP-Kassette statt und erzeugte ein grines

Fluoreszenzsignal (Abbildung 8B).

6.2.1.1 Transfektionen der 20mer langen sgRNAs

Analog zu der in Abbildung 8 vorgestellten Strategie erfolgte in einem weiteren Schritt die
experimentelle Austestung in HEK293-T-Zellen. Durch die verwendeten Softwaresysteme
konnten lediglich sgRNAs einer Lange von 20 bp erzeugt werden. Da die Web-basiert
generierten off- und on-target Werte somit nur fir die Vorhersage der
Editierungseigenschaften der 20mer langen sgRNAs herangezogen werden konnten, wurden
die HEK293T-Zellen zunachst mit diesen sgRNA-Varianten transfiziert. Ziel dessen war es,
die bioinformatischen Vorhersagewerte mit den tatsachlichen in vitro-Ergebnissen vergleichen
zu koénnen.

Die Resultate sind in der folgenden Abbildung 9 dargestellt.
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B 2500+ A) Mikroskopische Immunofluoreszenz-Aufnahme
72h nach Transfektion
Zweite Reihe: Zielallel; Dritte Reihe: Nicht- Zielallel
Erste Reihe Transfektionseffizienz Zielallel
< 2000 Vierte Reihe: Transfektionseffizienz Nicht-Zielallel
e == EGxxFP B) Quantifizierung der Immunofluoreszenz
= =3 sgRNA 429-T 72h nach Transfektion
2 m=m sgRNA 429-C Fluoreszenzintensitaten der sgRNAs am Zielallel
% 1500 == sgRNA 390-C und Nicht-Zielallel relativ zu pCAG EGxxFP;
N == sgRNA 390-T gemessen am Plattenreader
3] =3 sgRNA 534-C
4 mm sgRNA 534-A NNGRR
5 1000 =3 sgRNA 534-A NAG
LT? mm sgRNA 581-T
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0

Abbildung 9: Transfektionsergebnisse der 20mer langen sgRNAs

Abbildung 9A zeigt die mikroskopischen Fluoreszenzaufnahmen der transfizierten HEK293T-
Zellen 72h nach Transfektion mit den 20mer langen sgRNA Varianten. Wie in Abbildung 8
beschrieben, wird die erfolgreiche Transfektion in die Zelle durch ein rotes Fluoreszenzsignal
reprasentiert, welches durch die Expression des mCherry-Proteins verursacht wird. Das rote
Fluoreszenzsignal diente somit einer optischen Kontrolle, ob der Transfektionsvorgang in die
Zellen erfolgreich und die Zelle Trager des CRISPR/Cas-Komplexes war. Die erste Reihe der
Abbildung 9A zeigt diesen Effekt fiir die Transfektion der acht Zielallel-tragenden HEK293-T-
Zellen an, wahrend das Fluoreszenzsignal der vierten Reihe die Transfektionseffizienz an dem
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zur sgRNA nicht komplementaren Nicht-Zielallel darstellt. Um die HEK293-T Transfektionen
eines Allelepaares vergleichbar zu machen, sollten die roten Fluoreszenzsignale einer Spalte
eine vergleichbare Intensitat aufweisen. Dies beruht auf der Tatsache, dass ein Allelpaar
jeweils mit der gleichen sgRNA transfiziert wurde und anschlieend verglichen wurde.
Beispielsweise wurden sowohl HEK293-T-Zellen, die die DNA mit dem SNP 429-T, als auch
Zellen, die die DNA mit dem SNP 429-C trugen, mit der SgRNA 429-T-20mer transfiziert. Die
zweite Bilderreihe zeigt die CRISPR-Aktivitdit am zur sgRNA komplementéaren Zielallel und
lasst Rickschliisse auf die Bindungsspezifitit der sgRNA zu. Analog dazu zeigt die dritte
Bilderreihe die Erkennung des Nicht-Zielallels an und visualisiert die off-target Kapazitat, wobei
hier eine Fluoreszenzintensitat auf Niveau der Grundfluoreszenz wiinschenswert ware. Als
Vergleichswert sind daher in der ersten Spalte links die Fluoreszenzaufnahmen der EGxxFP-
und mCherry-Kontrollvektoren ohne Konstrukte ebenfalls dargestellt. 72h nach Transfektion
wurden die Fluoreszenzintensitaten mittels eines Plattenreaders gemessen (Abbildung 9B),
die Werte zur Zellzahl normalisiert und relativ zum EGxxFP-Grundfluoreszenzsignal
berechnet. Letztgenanntes wird in Abbildung 9B durch den schwarzen Balken visualisiert.
Die beiden Allelauspragungen eines jeden SNPs, welche im Diagramm durch die Verwendung
einer Balkenfarbe veranschaulicht wird, wurden jeweils mit der gleichen sgRNA (in der
Abbildung 9B dem Kastchen zu entnehmen) transfiziert. Die erste Allelvariante stellt das
Zielallel dar, das zweite das Nicht- Zielallel. Fir DNA-Sequenz und transfizierte sgRNA wurde
die gleiche Abbildungsfarbe verwendet. Mit Ausnahme der sgRNA 581-T, bei welcher eine
deutlich héhere Aktivitdit am Nicht-Zielallel zu verzeichnen war, wiesen alle sgRNAs eine
zufriedenstellende Ziel-Affinitat auf. Jedoch lassen alle sgRNAs aber besonders die sgRNAs
390-T und 429-C aufgrund ihrer niedrigen Spezifitdt Raum fur Optimierungen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass von den bioinformatisch vorhergesagten Scores
nur bedingt auf die tatsachliche in vitro Effizienz und Spezifitat geschlossen werden konnte

und diese Vorhersagen somit nur einen geringen prognostischen Parameter darstellen.

6.2.1.2 Optimierungsversuche der sgRNAs
Die Ergebnisse der ersten Austestungsrunde sollten nun in einem nachsten Schritt, falls

erforderlich, optimiert werden. Ziel war vor allem eine Verbesserung der Spezifitat. Dabei

wurden zwei unterschiedliche Ansatze verfolgt:
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1) Trunkierung: Die 20 Basen langen Ausgangsguides wurden am 5 -Ende schrittweise
von 20mer auf bis zu 17mer verkirzt. Dadurch sollte die Bindungsspezifitat am Zielallel
gesteigert werden. Dies geschah unter der Annahme, dass unstimmige Basen im
Vergleich zur Nicht-Zielsequenz in einer kiirzeren sgRNA einen gravierenderen Effekt
hervorrufen sollten als in der unveranderten 20 bp langen RNA-Sequenz. Das
erwinschte Resultat daraus ware eine reduzierte Bindung der sgRNAs an DNA-
Sequenzen, die nicht der Ziel-DNA entsprechen (Fu et al. 2014; Hsu et al. 2014).

2) Basensubstitutionen: Durch das Austauschen einzelner Basen in der sgRNA entstand
sowohl gegenlber der Zielsequenz als auch gegentber der Nicht-Zielsequenz eine
zusatzliche Basenabweichung. Indem das Nicht-Zielallel durch den Ziel-SNP bereits
eine nicht-komplementare Base aufwies, sollte die Affinitat gegenliiber der sgRNA

gegenuber der Nicht- Zielsequenz reduziert werden.

Die beiden Ansétze wurden zuséatzlich in Kombination verfolgt, um zu untersuchen, inwiefern
sich die Effekte der beiden Methoden verstarken und eventuell gegenseitig beeinflussen. Die
Position der Mutationen, sowie die ausgetauschten Nukleotide wurden variiert, um etwaige
Tendenzen ermitteln zu kénnen.

Die Modifikationen an den sgRNAs sind in den nachfolgenden Graphen (Abbildungen 9-15)
detailliert aufgefuhrt. Es wurden Optimierungsversuche fir die SNP-Allele 429T und 429C,
390C und 390T, 534C und 534A sowie fir SNP 581T vorgenommen. Die Evaluation erfolgte
anhand der ausgelesenen Daten, die durch den Plattenreader generiert wurden. Diese sind in
Abbildung 9-14 jeweils rechts dargestellt. Die Fluoreszenzaufnahmen dienen lediglich der

Visualisierung der Ergebnisse.
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Optimierung sgRNA fir SNP 390-C (rs972353)
A B

EGxxFP sgRNA 390-C sgRNA 390-C
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Abbildung 10: Transfektionsergebnisse der Optimierungsversuche fiir SNP 390-C

A) Mikroskopische Immunfluoreszenzaufnahme 72h nach Transfektion
Zweite Reihe: Zielallel 390-C; Dritte Reihe: Nicht- Zielallel 390-T;
Erste Reihe Transfektionseffizienz Zielallel; Vierte Reihe: Transfektionseffizienz Nicht-Zielallel

B) Quantifizierung der Immunfluoreszenz relativ zum Leervektor EGxxFP 72 h nach Transfektion
Fluoreszenzintensitéten (%) der sgRNAs am Zielallel 390-C entspricht der Effizienz.
Fluoreszenzaktivitat (%) am Nicht-Zielallel 390-T entspricht der Spezifitat.
vermessen am Plattenreader, n=4;
Farbschema: rot hinterlegte sgRNA: Modifikation mit den besten Ergebnissen

Obwohl die Ausgangsspezifitdt der sgRNA_390-C kaum einer Verbesserung bedurfte, wurde
zunachst versucht dieses Ergebnis durch eine schrittweise Verklrzung zu optimieren. Dies
diente dem Ziel, die Anzahl potentieller off-targets im Genom zu reduzieren (Fu et al. 2014;
Zhang et al. 2015). Die Beurteilung der Effektivitdt der Modifikationen erfolgte anhand der
quantifizierbaren Daten, die mittels Plattenreader erhoben wurden (Abbildung 10B). Wahrend
die sgRNA 390-C-19mer der urspriinglichen 20mer Varianten in ihren Editingeigenschaften
noch sehr ahnlich war, zeigte die sgRNA 390-C-18mer die besten Ergebnisse. Sowohl die
Effizienz als auch die Spezifitdat konnten leicht verbessert werden. Bei der sgRNA 390-C-
17mer kam es im Vergleich zu den langeren sgRNAs zu einem deutlichen Einbruch der
Effizienz. Aufgrund der guten Ergebnisse der sgRNA 390-C-18mer wurde hier auf weitere

Modifikationen verzichtet.
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Wie schon erwahnt wurde durch den SNP eine neue PAM-Sequenz generiert. Dadurch findet
sich die Erkennungssequenz nur auf einem der beiden Allele, was eine hdhere Allelspezifitat
erwarten lasst. Untermauert wird diese Hypothese durch die durchweg sehr guten
Spezifitdtsergebnisse der sgRNA 390-C in den in vitro Experimenten. Die mikroskopischen
Fluoreszenzaufnahmen aus Abbildung 10A dienen der Visualisierung der
Transfektionsergebnisse der besten sgRNA 390-C-18mer im Vergleich zu der urspringlichen
20mer langen sgRNA_390-C-20mer und dem Leervektor EGxxFP ohne Konstrukt.

Optimierung sgRNA fir SNP 390-T (rs972353)
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Abbildung 11: Transfektionsergebnisse der Optimierungsversuche fur SNP 390-T

A) Mikroskopische Immunfluoreszenzaufnahme 72h nach Transfektion
Zweite Reihe: Zielallel 390-T; Dritte Reihe: Nicht-Zielallel 390-C;
Erste Reihe Transfektionseffizienz Zielallel; Vierte Reihe: Transfektionseffizienz Nicht-Zielallel

B) Quantifizierung der Immunfluoreszenz relativ zum Leervektor EGxxFP 72 h nach Transfektion
Fluoreszenzintensitéten (%) der sgRNAs am Zielallel 390-T entspricht der Effizienz.
Fluoreszenzaktivitét (%) am Nicht-Zielallel 390-C entspricht der Spezifitat.
vermessen am Plattenreader; n=4;
Farbschema: rot hinterlegte sgRNA: Modifikation mit den besten Ergebnissen
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Da die Ausgangsguide vor allem bezuglich ihrer Spezifitdt Optimierungsbedarf aufwies, sollte
im nachsten Versuch Uberprift werden, ob die Verkirzung der sgRNA auch hier einen
positiven Effekt hervorrufen kénnte (Abbildung 11B). Wahrend die 19mer-Variante zunachst
zu einer Verschlechterung des urspriinglichen Ergebnisses flhrte, resultierte die nochmalige
Verkirzung auf 18mer in einer erhohten Spezifitdt gegenuber dem Zielallel. Die Effektivitat
konnte ebenso leicht verbessert werden. Ahnlich wie beim 390-C Allel kam es bei der sgRNA
390-T-17mer zu einem rapiden Absinken der Effizienz. Mit der Intention, das Ergebnis der
sgRNA 390-C-18-mer noch weiter auszubauen, wurden an der 17. und 18. Position
Basensubstitutionen eingefihrt. Jedoch entsprach die Effizienz aller drei Varianten nicht
annahernd dem Ergebnis der urspringlichen sgRNA_390-T-18mer. Somit wurde diese als
beste sgRNA fir diese Allelvariante festgelegt. Die mikroskopischen Fluoreszenzaufnahmen
Abbildung 11A zeigen die Transfektionsergebnisse der besten sgRNA 390-T-18mer im

Vergleich zur Ausgangsguide und dem Leervektor EGxxFP.

Optimierung sgRNA fur SNP 429-T (rs1800007)
A B

sgRNA_429-T sgRNA_429-T
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Abbildung 12: Transfektionsergebnisse der Optimierungsversuche fur SNP 429-T

A) Mikroskopische Immunfluoreszenzaufnahme 72h nach Transfektion
Zweite Reihe: Zielallel 429-T; Dritte Reihe: Nicht-Zielallel 429-C;
Erste Reihe Transfektionseffizienz Zielallel; Vierte Reihe: Transfektionseffizienz Nicht-Zielallel
B) Quantifizierung der Immunfluoreszenz relativ zum Leervektor EGxxFP 72 h nach Transfektion
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Fluoreszenzintensitaten (%) der sgRNAs am Zielallel 429-T entspricht der Effizienz.
Fluoreszenzaktivitét (%) am Nicht-Zielallel 429-C entspricht der Spezifitat.

vermessen am Plattenreader; n=4,

Farbschema: In griin bzw. orange hinterlegte sgRNAs: Modifikationen mit den besten Ergebnissen

Analog zu den vorausgehenden Optimierungen wurde zunachst mit einer schrittweisen
Verklrzung der sgRNA Sequenz begonnen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 12 A und B
dargestellt. Die verkirzte Variante sgRNA 429-T-17mer zeigte eine Verbesserung der
Spezifitét, allerdings zu Ungunsten der Effektivitdt. Das anschlielende Einfihren von
Punktmutationen fiihrte abh&ngig von deren Lokalisation zu unterschiedlichen Ergebnissen.

Vor allem bei der sgRNA 429-T-19mer resultierte der Basenaustausch von A nach C an der
16. Base in einer Verbesserung der Effektivitat im Vergleich zu sgRNA 429-T-17merDa eine
Optimierung der Spezifitdt vorrangiges Ziel der Modifikationsversuche war, wurde der
Effizienzverlust im Vergleich zur 20mer- Variante aufgrund der Verbesserung der Spezifitat in
Kauf genommen. Die Fluoreszenzintensitaten der Transfektionen am Nicht-Zielallel lagen in
beiden modifizierten sgRNAs beinahe auf dem Niveau der EGxxFP-Kontrolle, was eine hohe
Spezifitat widerspiegelt. Von den beiden besten Guides sgRNA 429-T-17mer und 429-T-
19mer_16.Base_A<C wurden jeweils mikroskopische Aufnahmen der Immunfluoreszenz
erstellt (Abbildung 12A). Wie in den vorangegangenen Abbildungen sind die
Transfektionsergebnisse der urspriinglichen 20 bp langen sgRNA 429-C-20mer und der

EGxxFP-Leerkontrolle zusatzlich als Referenzwerte mit dargestellt.

Mutationen weiter proximal zur PAM an der 8. Base fihrten indessen zu einem vdlligen
Funktionsverlust der sgRNAs. Auffallig waren zudem die Ergebnisse der alternativen
sgRNA B sgRNA 429-T-17mer. Aus unbekannten Grinden war die Fluoreszenzintensitat
am Nicht-Zielallel deutlich starker als am Zielallel. Da bereits zwei sgRNAs mit guten
Editierungseigenschaften zur Verfugung standen, wurde auf eine weitere Ursachenforschung

verzichtet.
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Optimierung sgRNA 429-C (rs1800007)

A B
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Abbildung 13: Transfektionsergebnisse der Optimierungsversuche fiir SNP 429-C

A) Mikroskopische Immunfluoreszenzaufnahme 72h nach Transfektion
Zweite Reihe: Zielallel 429-C; Dritte Reihe: Nicht- Zielallel 429-T;
Erste Reihe Transfektionseffizienz Zielallel; Vierte Reihe: Transfektionseffizienz Nicht-Zielallel

B) Quantifizierung der Immunfluoreszenz relativ zum Leervektor EGxxFP 72 h nach Transfektion
Fluoreszenzintensitéten (%) der sgRNAs am Zielallel 429-C entspricht der Effizienz.
Fluoreszenzaktivitét (%) am Nicht-Zielallel 429-T entspricht der Spezifitat.
vermessen am Plattenreader; n=4,
Farbschema: blau und orange hinterlege sgRNAs: Modifikationen mit den besten Ergebnissen

Analog zu den Optimierungsschritten der vorherigen sgRNAs wurden auch hier
Sequenzmodifikationen durchgefuhrt. Obwohl durch den SNP Austausch von T nach C eine
PAM generiert wurde, wies die SgRNA 429-C-20mer eine niedrige Spezifitat auf. Ahnlich wie
bei der 429-T Varianten konnte die Spezifitat durch die schrittweise Reduktion der
Nukleotidanzahl der sgRNA von 20mer auf 19, 18 und 17mer zwar gesteigert werden,
allerdings sank die Effizienz am Zielallel in gleichem MalR3e. Auch an dieser Stelle wurden die
Auswirkungen verschiedener Basensubstitutionen in der Sequenz untersucht. Aufgrund der
Erkenntnisse aus der Optimierung der sgRNAs flr den SNP 429-T wurden die
Sequenzvariationen dieses Mal auf PAM-distale Basenpositionen am 3"-Ende der sgRNA
beschrankt. Die 20mer lange sgRNA wurde in vier Varianten untersucht. Zwei sgRNAs wurden
an der 20. Base und zwei sgRNAs an der 19. Stelle modifiziert. In allen Fallen konnte die

Spezifitét gegeniiber dem Ziel-Allel deutlich gesteigert werden. Die besten Ergebnisse wurden
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bei der modifizierten 429-C-20mer Varianten erzielt, bei der an der 20. Base ein Austausch
von A nach T erfolgt war (sgRNA_429-C-20mer_20.Base A>T). Bei verbesserten
Spezifitdtsresultaten war es hier mdglich, die Effizienz auf dem Niveau der unverdnderten
20mer-Ausgangsguide zu erreichen.

Bei den anderen drei Sequenzvariationen (sgRNA_429-C-20mer_20.Base_A>C,
SgRNA_429-C-20mer_19.Base_G>T, sgRNA_429-C-20mer_19.Base_G>A) kam es zu einem
deutlichen Abfall der Effizienz.

AnschlieBend wurden Modifikationen der um eine Base verkirzten sgRNA_429-C-19mer
durchgefuhrt. An Position 19 wurde der Effekt einer Basensubstitution von G nach C zum
einen, und von G nach A zum anderen untersucht. Wahrend die Effizienz bei letztgenannter
Variante deutlich absank, konnten fur SgRNA_429-C-19mer_19.Base_G>C
zufriedenstellende Ergebnisse erzielt werden. Auch wenn die Effizienz dieser sgRNA im
Vergleich zur sgRNA 429-C-20mer_20.Base_A>T reduziert war, konnte diese Variante
aufgrund der guten Spezifitatsergebnisse Uberzeugen. In Abbildung 13A sind die
mikroskopischen Fluroreszenzaufnahmen dieser beiden sgRNAs zur Visualisierung der
Transfektionsergebnisse, inklusive der Fluoreszenzintensitat der Ausgangsguide und des

Leervektors EGxxFP dargestellt.

Optimierung der sgRNA fur SNP 534-C (rs1109748)
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Abbildung 14: Transfektionsergebnisse der Optimierungsversuche fiir SNP 534-C
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A) Mikroskopische Immunfluoreszenzaufnahme 72h nach Transfektion
Zweite Reihe: Zielallel 534-C; Dritte Reihe: Nicht- Zielallel 534-A,;
Erste Reihe: Transfektionseffizienz Zielallel; Vierte Reihe: Transfektionseffizienz Nicht-Zielallel

B) Quantifizierung der Immunfluoreszenz relativ zum Leervektor EGxxFP 72 h nach Transfektion
Fluoreszenzintensitaten (%) der sgRNAs am Zielallel 534-C entspricht der Effizienz.
Fluoreszenzaktivitét (%) am Nicht-Zielallel 534-A entspricht der Spezifitét.
vermessen am Plattenreader; n=4,
Farbschema: grun hinterlegte sgRNA: Modifikation mit den besten Ergebnissen

Obwohl die sgRNA 534-C-20mer auch ohne Optimierungsversuche eine gute Spezifitat
aufwies, wurde zunachst untersucht, inwiefern eine Verklirzung einen positiven Effekt auf die
Editierungseigenschaften haben wirde. Ziel war es, das Risiko der Entstehung von off- targets
im Genom zu minimieren (Zhang et al. 2015; Fu et al. 2014). Da im Falle der sgRNA 534-C-
18mer die Effektivitat am Zielallel 534-C um eine Nuance gesteigert werden konnte, wurde
diese als beste sgRNA erachtet. Analog zum SNP 390-C ist die gute Spezifitdt moglicherweise
auf das Generieren einer PAM durch die SNP 534-C Variante zurtickzufiihren. Auf weitere

Modifikationen wurde verzichtet.

Optimierung sgRNA fur SNP 534-A (rs1109748)
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Abbildung 15: Transfektionsergebnisse der Optimierungsversuche fiir SNP 534-A

A) Mikroskopische Immunfluoreszenzaufnahme 72h nach Transfektion
Zweite Reihe: Zielallel 534-A; Dritte Reihe: Nicht- Zielallel 534-C;
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Erste Reihe: Transfektionseffizienz Zielallel; Vierte Reihe: Transfektionseffizienz Nicht-Zielallel

B) Quantifizierung der Immunfluoreszenz relativ zum Leervektor EGxxFP 72 h nach Transfektion
Fluoreszenzintensitaten (%) der sgRNAs am Zielallel 534-A entspricht der Effizienz.
Fluoreszenzaktivitét (%) am Nicht-Zielallel 534-C entspricht der Spezifitat.
vermessen am Plattenreader; n=4,
Farbschema: rot und gruin hinterlegte sgRNAs: Modifikationen mit den besten Ergebnissen

Fur den SNP 534-A wurden zwei unterschiedliche Ansatze verfolgt. Wie schon beschrieben
wurde zum einen eine sgRNA mit NNGRR-PAM generiert (in Abbildung 15B in blauen Balken
dargestellt). Diese PAM wird durch die Cas9 des Staphylokokkus aureus erkannt. Zum
Vergleich dazu wurde die urspringliche Staphylokokkus pyogenes Cas9 verwendet. Aus
Ermangelung einer geeigneten NGG-PAM wurde auf die alternative NAG-PAM
zuruickgegriffen (in Abbildung 15B in lila Balken). Aufféllig an dieser Versuchsreihe war die
durchgangig sehr gute Spezifitat, die keiner Verbesserung bedurfte.

Um die Auswirkungen der sgRNA Lange bei der SaCas9 zu untersuchen, wurde die
urspriingliche 20 bp lange sgRNA sowohl um zwei Nukleotide verkirzt als auch um zwei
Nukleotide verlangert. Zusatzlich erfolgte auch hier das Einfiihren von Basensubsitutionen. In
friheren Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass sgRNAs der Lange 21-23 bp die héchste
Effizienz aufweisen (Ran et al. 2015). Dementsprechend wurden fur die 22mer Variante die
besten Ergebnisse vermutet. Entgegen dieser Erwartungen fiel die Effizienz bei
gleichbleibender Spezifitdt gegenuber der sgRNA 534-A-20mer leicht ab. Durch den
Basenaustausch von C nach A (sgRNA 534-A-22mer_C>A) reduzierte sich die Effizienz
nochmals im Vergleich zum nicht mutierten 534-A-22mer. Auch bei der sgRNA 534-A-20mer
konnte durch das Einfilhren einer Mutation (SgRNA _534-A-20mer_G>A) kein verbessertes
Ergebnis erzielt werden. Dagegen hatte eine nochmalige Verkirzung sowohl bei der nicht
mutierten (sgRNA 534-A-18mer) als auch bei der mutierten Version (sgRNA_534-A-
18mer_C>A) einen Funktionsverlust der beiden sgRNAs zur Folge. Trotz &hnlicher
Spezifitdtsergebnisse der sgRNA_534-A-20mer und der sgRNA 534-A-22mer wurde
erstgenannte als beste sgRNA ausgewahlt. Aufgrund der reduzierten Lange wird fur die
kurzere sgRNA eine geringere off- target- Aktivitat erwartet.

Beziglich der Spezifitat wiesen die sgRNAs mit NAG-PAM vergleichbar gute Resultate auf.
Im Gegensatz zur SaCas9- Variante konnte die Effizienz am Zielallel durch eine Verkirzung
auf 18 Basen gesteigert werden. Das Effizienz-Niveauder 534-A-20mer NNGRR konnte nicht
vollstéandig erreicht werden. In Abbildung 15A sind die Transfektionsergebnisse der beiden
besten sgRNAs visualisiert. Als Referenzwerte sind das Fluoreszenzsignal des EGxxFP-

Leervektors links und der Ausgangsguide 534-A-20mer mit NAG- PAM nochmals dargestellt.
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6.2.1.2.7 Optimierung sgRNA fur SNP 581-T (rs195161)
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Abbildung 16: Transfektionsergebnisse der Optimierungsversuche fur SNP 581-T

Quantifizierung der Immunfluoreszenz relativ zum Leervektor EGxxFP 72 h nach Transfektion
Fluoreszenzintensitaten (%) der sgRNAs am Zielallel 581-T entspricht der Effizienz.
Fluoreszenzaktivitét (%) am Nicht-Zielallel 581-G entspricht der Spezifitat.
vermessen am Plattenreader; n=4,

Schon die Ausgangsguide sgRNA_581-T-20mer wies eine deutlich starkere Affinitat
gegeniuber dem Nicht-Zielallel 581-G auf. Dieses Verhalten lief3 sich auch durch Verkirzung
oder das Einfigen von Punktmutationen nicht verbessern. Im Gegenteil verstarkte sich der
Effekt durch die Sequenzmodifikationen. Experimentelle Fehler konnten ausgeschlossen
werden. Aufgrund dessen muss in folgenden Arbeiten fiir diesen SNP bioinformatisch eine

alternative sgRNA gesucht werden.

In der folgenden Abbildung sind die besten sgRNAs fir jeden SNP nochmals

zusammengefasst:

63



= EGxxFP

= sgRNA 429-T
=m sgRNA 429-C
500- =m sgRNA 390-C

=m sgRNA 390-T
=3 sgRNA 534-C
== sgRNA 534-A
> 400+
S
e
2
S 300+
=
N
=
)
@ 200+
o
S
=
i
100+
0

A) Quantifizierung der Immunofluoreszenz relativ zum Leervektor EGxxFP 72h nach Transfektion
Fluoreszenzintensitaten der sgRNAs am Zielallel (erster Balken einer Farbgruppe) und Nicht-Zielallel (zweiter Balken einer Farbgruppe)
gemessen am Plattenreader; n=4

B) Mikroskopische Immunofluoreszenz-Aufnahme 72h nach Transfektion
Zweite Reihe: Zielallel; Dritte Reihe: Nicht- Zielallel
Erste Reihe Transfektionseffizienz Zielallel
Vierte Reihe: Transfektionseffizienz Nicht-Zielallel

Abbildung 17: Transfektionsergebnisse der ausgewéahlten sgRNAs nach Optimierung

6.2.2 Transfektion optimierter sgRNAs in primare Patienten-Fibroblasten

Ziel der vorangegangenen Optimierungen in HEK293-Zellen war es, fur jeden SNP eine
sgRNA mit hochster Effizienz und Spezifitat zu etablieren. Diese sgRNAs sollte nun in einem
weiteren Schritt in Fibroblasten-Zelllinien von BVMD Patienten untersucht werden. Ziel war es
zu Uberprifen, ob sich die Ergebnisse in HEK293T-Zellen auf Transfektionen priméarer Zellen
ubertragen lassen. Im HEK293T-System wurden die Editierungseigenschaften nicht an einem
heterozygoten genomischen Locus untersucht, sondern lediglich an einem Plasmid, welches
die 500 bp lange Sequenz eines der Allele beinhaltete. Die Auswirkung potentieller
genomweiter off- targets auf die Editierungseigenschaften konnte dabei nicht eruiert werden.
Kame es zum Beispiel zu einem Verbrauch des sgRNA/CRISPR/Cas-Komplexes an off-target
Stellen, stinde dieser an der eigentlichen Zielsequenz nicht mehr in ausreichender Menge zur
Verfugung. Infolgedessen kame es moglicherweise zu einer Veradnderung der
Editierungseffizienz oder der Allelspezifitat. Fir diese Experimente wurden zum einen einige
in dieser Arbeit untersuchte sgRNAs verwendet und zum anderen bereits in vorherigen

Arbeiten optimierte sgRNAs hinzugezogen.
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Die finale Auswahl der jeweiligen SNPs und deren ausgewéhlte sgRNAs sind in der

nachfolgenden Tabelle dargestellt:

interne
SNP- Nr. rs- Nr. Allel sgRNA

429 rs1800007 T 429-T-19mer_16.Base A>C
C 429-C-19mer_19.Base G>C

534 rs1109748 C 534-C-18mer

581 rs195161 G 581-G-17mer

749 rs149698 A 749-A-17mer

756 rs1800008 C 756-C-17mer

Tabelle 32: sgRNA Auswabhl fiir Fibroblasten- Transfektionen
Farbige Markierung: blau: in vorherigen Arbeiten optimierte SgRNAS; orange: optimierte SgRNAs dieser Arbeit

Die Entscheidung, welche sgRNA in welche Fibroblastenlinie transfiziert werden sollte, wurde
anhand der SNP Konstellation der Patienten getroffen. Voraussetzung war zum einen die
Heterozygotie am betreffenden SNP, um zwischen mutantem und nicht-mutantemAllel

unterscheiden zu kénnen. Zum anderen musste das mutationstragende Allel bekannt sein.

Die optimierten sgRNAs wurden wahlweise entweder in den px459-GFP oder den px330-
mCherry Vektor kloniert, die die kodierenden Sequenzen der Cas9-Endonuklease, sowie eines
fluoreszierenden Proteins enthielten. Beide Fluoreszenzsignale dienten im Gegensatz zu den
HEK293T-Transfektionen hier nicht der Evaluation des CRISPR-Erfolgs sondern nur als
Transfektionsnachweis. Nach 72 Stunden wurde mit Hilfe des FACs-Sorters aus den
Fluoreszenz-positiven Fibroblasten genomische DNA isoliert und mittels PCR und ,,Sanger®-

Sequenzierung die CRISPR-Effizienz untersucht.
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6.2.2.1 Auswertung der Fibroblasten-Transfektion fir SNP 534C

aat | 534 = Cl ccaggctggecctcacggaagaacaacagetgatgtttgagaaactgactetgtattgegacagetacatccaget catccccatttecttcgtgetgggtgagtteccectt
: H : N s H : s N ; } :

V| 534_C_sQRNA-KLON22-

t t t t t t + + t + t
ttaaggtgogogtaggggtoggggtecgaccgggagtgecttcttgttgtegactacaaactetttgactgagacataacgctgtegatgts ga gtaggggtaaaggaagcpcgacccactcaagggggaa

SQRNA-KLON24-
SQRNA-KLON2S-

V| 534_C_sQRNA-KLON26-.. = ]
V] 534_C_SQRNA-KLON27-. 11109748 C/A 8% 534
V| 534_C_sQRNAKLON28-..

[}

Move: (]

[ Algned Sequences. -

Original Sequence ‘« D » aattccacccccacccccacccccaggctggccctcacggaagaacaacagctgatgtttgagaaactgactctgtattgecgacagctacatccaget catccccatttccttcgtgetgggtgagttceecctt
P 534_C_soRNAKLONZ2-ex3F AACAACAGCTGATGTTTGAGAAACTGACTCTGTATTGCOACAGCTACATCEAGCT [BRTCCCCATTTCCTTCOTECTEGGTEAGTTCCCCCTT
¥ 534_C_soRNAKLONZ3-€x3F ... CTCACGGAAGAACAACAGCTGATGTTTGAGAAACTGACTCTGTATTGCGACAGCTACATCEAGC SATCCCCATTTCCTTC CTGGGTGAGTT

) 534_C_sqRNAKLONZ4-ex3F _.. FAGCT CATCCCCATTTCCTTCGTGCTOGGTGAGTTCCCCCTT

CCCCCABGCTOONLCTCACGGAAGAACAACAGCTGATOTTTGAGAAACTOACTCTGTATTGCGACAGCTACAT)

¥ 534_C_sqRNAKLONZS-€x3F ... GAAGAACAACAGCTGATGTTTGAGAAACTGACTCTGTAT E —o------- —— - CCCATTTCCTTC

CCCCCA CTGGGTGAGTTCCCCCTT

GCTGGCNETCA

» 534_C_scRNA-KLONZ6-ex3F ., CCCCACCCCCABGCTOONECTCACGGAABAACAACAGC TGATG TTTGAGARAC TOACTCTGTATTGCGACAGCTACATIABAGCT CATCCCCATTTCOTTCOTECTOGBTOAGTTCCCCCTT

» 534_C_sqRNA-KLONZ7-€x3F _.. TCCAGCT CATCCCCATTTCCTTC

CCTCACGGAAGAACAACAGCTGATGTTTGAGAAACTGACTCTGTATTGCGACAGCT CTGGGTGAGTTCCCCCTT

» 534_C_sgRNA-KLONZB-x3F _..

CCCCCABGCTOOCCCTCACOBAAGAACAACAGC TGATOTTTOAGARACTGACTCTGTATTGCOACAGCTACATIABAGCT CATCCCCATTTCCTTCOTGCTOGGTEAGTTCCCE

P 534_C_sqRNA-KLON30-x3F .. GCTGGCCCTCACGGAAGAACAACAGCTGATGTTTGAGAAACTOACTCTGTATTGCGACAGCTACATCEAGCT [BRTCCCCATTTCCTTCETGCTGGGTGAGTTCCCCCTT
b 534_C_soRNA-KLON31-ex3F_. CCCCCABBCTOOCCCTCACGBAAGAACAACAGCTGATOTTTGAGAAACTGACTCTGTATTGCGACAGCTACATPAGCT CATCCCCATTTCCTTCETECTEGGTGAGTTCCCCCTT
» 534_C_sqRNA-KLONG2-ex3F _.. AACAACAGCTGATGTTTGAGAAACTGACTCTGTATTGCGACAGCTACATCEAGCT FATCCCCATTTCCTTC CTGGGTBAGTTCCCCCTT

b 534_C_sgRNAKLONG3-ex3F G6GCTGGCCCTCACGGAAGAACAACAGCTGATGTTTEAGAAACTGACTCTGTATTGCGACABCTACATAPAGCT CATCCCCATTTCCTTCGTECTGGGTGAGTTCCC

¥ 534_C_soRNAKLONI4-ex3F_... AACAACAGCTGATGTTTGAGAAACTGACTCTGTATTG 6CT TBbaseT caTecce

b 534_C_oRNAKLONIS-2x3F . ACAGCTGATGTTTGAGAAACTGACTCTGTATTE

R R R R R R R R AR AR A A

b 534_C_sqRNAKLON36-ex3F_.. CTCACGGAAGANLAACAGCTGATGTTTGAGAAACTGACTCTETATTGCGACAGCNACATCEAGCT JEoCCCATTTCCTTCGTGCTGEGTGAGTTCCCCCTT

Abbildung 18: Auswertung der Sequenzierergebnisse am Beispiel des SNPs 534-C

Farbige Markierungen: gelb: SNP 534, rot: PAM- Sequenz, blau: sgRNA 534-C-18mer,
grun: entstandene Deletionen

Die Auswertung der Sequenzierergebnisse mithilfe der Software ,Snapgene® soll durch die
obenstehende Abbildung 18 beispielhaft anhand des SNPs 534-C demonstriert werden.
Ganz oben dargestellt ist die Original-Sequenz im Exon 3 inklusive der sgRNA 534-C-18mer
in blauer und der zugehoérigen PAM-Sequenz in roter Umrandung. Der SNP 534 ist gelb
markiert. Eine zufallige Auswahl der insgesamt 72 analysierten Klone ist in der Abbildung ganz
links aufgelistet. Deren Sequenzen wurden zunachst auf ihre Allelauspragung am SNP
untersucht. Dabei wiesen 46% das Zielallel 534-C auf, 54% das nicht-mutierte A- Allel,
welches idealerweise durch die sgRNA nicht erkannt und daher von der Cas9-Endonuklease
nicht geschnitten werden sollte. In diesem Beispiel wurde das 534-A-Allel in keinem der 39
Félle beeintrachtigt, was auf eine hohe Allelspezifitdt der sgRNA schlieRen lasst.

Von den 33 C-Allel-Varianten konnten bei 91% die gewlnschten Insertionen/Deletionen
generiert werden. In statistisch zwei Drittel davon werden durch die Insertion oder Deletion
von Basen Leseraster-Mutationen hervorgerufen. Dabei entsteht in der Regel ein Stop-Codon,
das die Transskription des Gens vorzeitig beendet. Bei dem restlichen Drittel flhrt der
Reparaturvorgang des DSB lediglich zu einer in-frame Mutation bei der die Insertion oder
Deletion von drei oder eines Vielfachen von drei Aminosauren das urspriingliche Leseraster
nicht beeintrachtigt. Wie in Abbildung 18 zu erkennen ist, war in vereinzelten Féllen die

Position des SNPs von groReren Deletionen (in der Abbildung: 23 bp) betroffen. Da die SNP
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Zuordnung infolgedessen nicht erfolgen konnte, wurden diese Klone von der Auswertung

ausgeschlossen.

Klonanzahl Allelausprdgung  Allelverteilung Insertionen/Deletionen
72 A 39 (54%) -
C 33 (46%) 30 (91%)

Tabelle 33: Sequenzierungsauswertung fir sgRNA 534C-18mer
Farbige Hinterlegung: rot: Nicht-Zielallel; griin: Zielallel;
Dargestellt in absoluten Zahlen und in () als prozentualer Anteil

6.2.2.2 Transfektions- Auswertung fur SNP 429T/C

Als weniger erfolgreich erwies sich die Transfektion fur den SNP 429. Sowohl fir die T- als
auch fur die C-Auspragung konnten nur sehr geringe CRISPR-Effizienzen generiert werden.
Im Falle der sgRNA 429-T 19mer_16.Base_A>C wurde die Zielsequenz mit dem T- Allel
lediglich in 12% erkannt und geschnitten (Tabelle 16). Am nicht-mutierten Allel wurde jedoch

keine CRISPR-Aktivitat verzeichnet. Dies lasst Rickschlisse auf eine hohe Allelspezifitat zu.

Klonanzahl Allelauspragung  Allelverteilung Insertion/
Deletion
96 T 34 (35%) 4 (12%)
C 62 (65%) -

Tabelle 34: Sequenzierungsauswertung fur sgRNA 429-T_19mer_16.Base_A>C
Farbige Hinterlegung: grun: Zielallel; rot: Nicht-Zielallel;
Dargestellt in absoluten Zahlen und in () als prozentualer Anteil

Ein ahnliches Ergebnis wies die alternative Allelauspragung 429-C auf. Die Zielsequenz wurde
lediglich in 8% der Falle erkannt. Jedoch wurde das Nicht-Zielallel 429-T durch den
CRISPR/Cas-Komplex nicht beeintrachtigt und spiegelt dadurch die hohe Spezifitdt der
sgRNA 429-C-19mer_16.Base_G>C wider (Tabelle 35).
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Klonanzahl Allelauspragung Allelverteilung Insertion/Deletion
100 C 75 (75%) 6 (8%)
T 25 (25%) 0

Tabelle 35: Sequenzierungsauswertung fur sgRNA_429-C-19mer_16.Base_G>C
Farbige Hinterlegung: griin: Zielallel; rot: Nicht-Zielallel;
Dargestellt in absoluten Zahlen und in () als prozentualer Anteil

6.2.2.3 Transfektions-Auswertung fir SNP 581G und 749A

Da sich der SNP 581 in einer nicht- kodierenden Sequenz befand, musste dafur zeitgleich eine
zweite sgRNA in einem separaten Vektor mittransfiziert werden. Ziel war es, durch zwei
isolierte DNA-Briiche Exon- Ubergreifende Deletionen zu generieren. Ein einzelner DSB in
einer intronischen Sequenz kdme einer einfachen Punktmutation ohne relevante Auswirkung
auf das mutierte BEST1-Gen gleich. Da hierbei zwei unterschiedliche Vektorkonstrukte
parallel transfiziert wurden, musste aufgrund der beschrankten Aufnahmekapazitat der Zellen
die transfizierte Gesamt-Plasmidmenge im Vergleich zu einer Einzeltransfektion unverandert
bleiben. In der Konsequenz konnte somit pro Vektor jeweils nur 50% der sonst verwendeten
Menge eingesetzt werden. Um die Auswirkungen einer solchen Reduktion zu bewerten,
wurden die beiden sgRNAs zunéachst einzeln in separate Fibroblasten transfiziert. Fir den
SNP 581-G konnten sehr gute Transfektionsergebnisse erzielt werden. 71% der Zielallele
wurden erfolgreich editiert bei erhaltener Spezifitat von 100% (Tabelle 36).

Dass die sgRNA 581-G-17mer eine vergleichbar hohe Effizienz erreichen konnte trotz der im
Vergleich zu den restlichen Fibroblastentransfektionen geringeren Konstruktmenge, ist
moglicherweise auf die hohe Ursprungseffizienz zurickzufihren, welche schon in der HEK-
Transfektionsreihe zu beobachten war. Die sgRNA band in den HEK- Testtransfektionen
bereits um ein 10faches starker an ihr Zielallel als alle sonstigen sgRNAs der verbliebenen
SNPs.

Klonanzahl Allelauspragung  Allelverteilung Insertionen/Deletionen

62 G 24 (39%) 17 (71%)
T 38 (61%) 0

Tabelle 36: Sequenzierungsauswertung fir sgRNA 581G- 17mer
Farbige Hinterlegung: rot: Nicht-Zielallel; grin: Zielallel;
Dargestellt in absoluten Zahlen und in () als prozentualer Anteil
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Kombiniert werden sollte die sSgRNA 581G mit einer sgRNA fur den SNP 749A. In Analogie
zum SNP 581G wurde auch hier lediglich 1,5ug Konstruktmenge eingesetzt. Dabei erkannten
zwar nur 29% der sgRNAs ihre zugehdrige Ziel-DNA, jedoch wurde auch hier die DNA des
Nicht-Zielallels mit dem SNP 749G bei keinem der 34 Klone, durch CRISPR-induzierte
Mutationen beeintrachtigt (Tabelle 37).

Klonanzahl  Allelauspragung Allelverteilung Insertionen/Deletionen
58 A 24 (41%) 7 (29%)
G 34 (59%) 0

Tabelle 37:Sequenzierungsauswertung fur sgRNA_749-A-17mer
Farbige Hinterlegung: rot: Nicht-Zielallel; griin: Zielallel;
Dargestellt in absoluten Zahlen und in () als prozentualer Anteil

Wie oben beschrieben wurden in einem néchsten Schritt die beiden sgRNAs gleichzeitig
transfiziert, um durch zwei unabhangige DNA-Briiche Exon-uberspannende Deletionen zu
erzeugen. Fur diesen Zweck wurde zunéchst die sgRNA 581G-17mer fur den SNP 581-G in
den mCherry-Vektor kloniert. Kombiniert wurde diese mit einer sgRNA, die den SNP 749-A
targetieren sollte. Letztgenannte wurde in den GFP-Vektor kloniert. Anschliel3end sollten nur
Fibroblasten, die sowohl ein griines als auch rotes Fluoreszenzsignal aufwiesen, also folglich

beide Konstrukte trugen, identifiziert und mittels FACS sortiert werden.

Die erfolgreiche Editierung fuhrte zu der Exzision des circa 7 kb grof3en DNA-Stiicks zwischen
den beiden SNPs. Die beiden Enden wurden anschlie3end analog zu der Transfektion einer
einzelnen sgRNA durch die Reparaturmechanismen wieder zusammengefugt. Durch die
Verwendung von PCR-Primern, die die beiden SNPs zwischen sich einschlossen, war die
erfolgreiche DNA- Editierung an einer 560 bp gro3en Bande auf dem Elektrophoresegel
nachweisbar. Durch die immensen Grof3endifferenzen zwischen der bearbeiteten und der
ungeschnittenen DNA-Sequenz war eine Quantifizierung der CRISPR-Effizienz nach dem

bisher verwendeten Modell jedoch nicht durchfuhrbar.
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6.2.2.4 Transfektions- Auswertung fur SNP 756C

Im Vergleich zu den sgRNAs fur den SNP 429 konnten fir die sgRNA 756-C-17mer deutlich
hohere Effizienzen verzeichnet werden. Zu 58% erkannte die sgRNA die zugehérige DNA-
Sequenz mit dem SNP 756-C. Ebenso wie bei den vorangegangenen Testreihen betrug auch
hier die Spezifitat 100% (Tabelle 38).

Klonanzahl Allelauspragung  Allelverteilung Insertionen/Deletionen

81 C 33 (41%) 19 (58%)
T 48 (59%) 0
Tabelle 38: Sequenzierungsauswertung fir sgRNA_756-C-17mer

Farbige Hinterlegung: rot: Nicht-Zielallel; griin: Zielallel;
Dargestellt in absoluten Zahlen und in () als prozentualer Anteil
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7 Diskussion

Fur die Allel-spezifische Genomeditierung wurden zunachst Transfektionsexperimente in
HEK293T-Zellen durchgefihrt. Da die experimentellen Evidenzen nur ungeniigend mit den
durch die Software errechneten Vorhersagewerten fur eine hohe Effizienz und Spezifitat der
sgRNAs Ubereinstimmten, wurde ausgestestet, inwiefern sich die Allelspezifitdt der sgRNAs
mittels Sequenzverkiirzungen und dem Austausch einzelner Nukleotide in der sgRNA-
Sequenz verbessern lieRe. Durch diesen Optimierungsprozess konnte fir alle untersuchten
sgRNAs eine deutliche Verbesserung der Allelspezifitat erreicht werden. Modifikationen am
5-Ende der sgRNA wurden dabei deutlich besser toleriert, als in der zur PAM-Sequenz
angrenzenden ,Seed“-Region. Allgemein gultige Aussagen Uber den Erfolg der
Optimierungsanséatze konnten jedoch nicht getroffen werden, da abhéngig von der Ziel- und
sgRNA-Sequenz jeweils unterschiedliche Veranderungen zum besten Ergebnis fuhrten, so
dass auch die sgRNAs zukunftiger Experimente lediglich mittels systematischer
Modifikationen optimiert werden kdnnen.

Das Ausmal’ der tatsachlich stattgefundenen Haplotypendeletionen in priméren Fibroblasten-
Zelllinien wurde anschlieBend an definierten Haplotypen der BVMD-Patientenkohorte

ausgetestet.

Die Effizienzen, mit denen DSBs in der Ziel-DNA der Fibroblasten erzeugt wurden, variierten
und korrelierten ebenfalls selten mit den bioinformatischen Berechnungen oder den
Vorexperimenten in den HEK293T-Zellen. Fur eine genaue Bestimmung der Effizienzen war
daher die jeweilige experimentelle Austestung der einzelnen sgRNAs und/oder deren
Kombination in den Patienten-Fibroblasten-Zelllinien erforderlich. Dabei wurde in keinem der
untersuchten Falle das wildtypische Allel vom CRISPR/Cas9-System erkannt und modifiziert,
was fur eine sehr gute Spezifitat der optimierten sgRNAs fir den mutationstragenden DNA-
Strang spricht. Diese hohe Spezifitat der sgRNAs stellt eine elementare Grundvoraussetzung
fur den moglichen zukinftigen Einsatz als Genomeditierungswerkzeug dar, da bisher noch
nicht abschlieBend geklart werden konnte, ob und in welchem Ausmald das CRISPR/Cas-
System auch an anderen Stellen im Genom, den sogenannten off-targets, eine Wirkung
entfaltet. Die Mdglichkeit, dass die sgRNAs nicht nur an ihre komplementéate Ziel-DNA,
sondern auch anderen Stellen im Genom binden und dort ihre Aktivitat entfalten kénnen, muss
deshalb in weiteren Arbeiten griindlich untersucht werden. Besonders in Hinblick auf potentiell

fatale Konsequenzen mussen die off-target-Aktivitaten mit héchster Sensitivitat identifiziert
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und nach Mdéglichkeit reduziert werden (Dai et al. 2016). Auf die Mdglichkeiten und Methoden
der Detektierung solcher Stellen im Genom wird in nachfolgenden Abschnitten naher

eingegangen.

Ob sich die bisher gewonnenen Ergebnisse aus HEK Zellen und Fibroblasten auf die iPSC
und RPE-Zellen von Patienten Ubertragen lassen und ob diese synthetisch produzierten Zellen
mit den tatsédchlichen Eigenschaften der lebenden in situ Zellen Ubereinstimmen, muss in

zukunftigen Projekten weiterverfolgt werden.

Der Vorteil des Haplotyp-spezifischen Ansatzes ist die Unabhangigkeit von der eigentlichen
krankheitsurséchlichen Mutation, so, dass nur eine Uberschaubare Anzahl an SNP-
spezifischen sgRNAs generiert werden muss. Die kostspielige und sehr zeitaufwendige
Adressierung der einzelnen Mutationen kann dadurch umgangen werden. Jedoch ist die Zahl
der bisher untersuchten SNPs noch nicht ausreichend, um alle mdglichen
Haplotypkombinationen der BVMD-Patienten umfassen und behandeln zu kénnen. In weiteren
Schritten muss deshalb das bisher erarbeitete sgRNA-Set um weitere SNPs erweitert werden,
und diese anschlieRend analog zur Vorgehensweise dieser Arbeit beziglich ihrer
Editingeffizienz und Allelspezifitat verbessert werden.

Weiterhin zu klaren, bleibt die Wahl eines adaquaten Transportvehikels fiir die Belieferung der
Komponenten in die RPE-Zellen. Die AAV-vermittelte Belieferung gilt momentan aufgrund
ihres geringen immunogenen Potentials und des reduzierten onkogenen Risikos der
Genomintegration als Goldstandard in der therapeutischen Gentherapie (Samulski und
Muzyczka 2014). Besonders im Hinblick auf die limitierte Transportkapazitat der AAV-Vektoren
von wenigen kb stellt die Belieferung der bereits an sich relativ groBen spCas9 eine
Herausforderung dar. In dieser Arbeit wurde versucht das Problem der limitierten Kapazitat zu
umgehen, indem auf die Verwendung von Cas9 Orthologen mit kleinerer GenomgréiRe
ausgewichen wurde (Ran et al. 2015). Die Untersuchung alternativer Transportvehikel kénnte

als zusatzlicher Nebeneffekt der Reduktion immunogener Reaktionen dienen.

Da es sich beim CRISPR/Cas-System um Komponenten bakteriellen Ursprungs handelt, sind
potentielle Immunreaktionen nicht auszuschlieen (Dai et al. 2016). In Studien konnten bereits
alternative Transportmittel gefunden werden, die mdglicherweise ein vorteilhafteres
Sicherheitsprofil aufweisen und zusatzlich die Maoglichkeit bieten, die limitierte
Packungskapazitat von AAV-Vektoren zu umgehen (Zuris et al. 2015; Yin et al. 2016).
Besonders im Hinblick auf die potentielle Anwendung in der Genomeditierung gilt es das Risiko
potentieller Nebenwirkungen einer Therapie moglichst gering zu halten. Daher missen die

Vor- und Nachteile der verschiedenen Belieferungssysteme und Komponenten in folgenden
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Arbeiten evaluiert werden, um das System mit bestem Sicherheitsprofil fir die Patienten
herauszufinden zu kénnen. Einige dieser moglichen Alternativen, sowie die Méglichkeiten und
Herausforderungen, die diese in Zukunft mit sich bringen kdnnten, sollen in folgenden

Abschnitten vorgestellt werden.

7.1 Evaluation der sgRNAs einschlie3lich deren Optimierungsversuche

Fur die erste Transfektionsrunde wurden fir jede SNP Auspragung sgRNAs ausgewahlt, die
beziglich ihrer bioinformatisch vorhergesagten Score-Werte das bestmogliche Ergebnis
erwarten lie3en.

Es liel? sich feststellen, dass die vorhergesagte sgRNA-Qualitdét nur bedingt mit den
experimentell ermittelten Transfektionsergebnissen korrelierte. Der grof3te Teil der sgRNAs
wies einen deutlichen Optimierungsbedarf bezuglich ihrer Effizienz und Spezifitat in vitro auf,
trotz ursprunglich vielsprechender Vorhersagewerte der Software. SQRNAs mit vergleichbaren
on-target Werten, wie beispielsweise der sgRNA 390-T-20mer (on-target-Wert 59%) und der
sgRNA 581-T-20mer (60%), erreichten oft sehr unterschiedliche Ergebnisse bezlglich ihrer
Effizienzen. Wies die sgRNA 390-T-20mer eine Fluoreszenzintensitat von ungefahr 170% am
Zielallel auf, betrug der Wert fur die sgRNA 581-T-20mer 500%. in der Erkennung des Ziel-
Allels. Zusatzlich bestand eine erkennbare Affinitdt gegeniber der Nicht-Ziel-DNA. Als
Beispiele sind hier die sgRNA 581-T-20mer oder die sgRNA 429-C zu nennen.
Dementsprechend scheinen noch weitere, bisher nicht definierte Faktoren die Eigenschaften
der Genomeditierung der sgRNAs zu determinieren, die von den bioinformatischen
Algorithmen der verwendeten Softwares bisher nicht vollstdndig erfasst werden koénnen.
Madoglicherweise hangt die Fahigkeit der sgRNA, DSB in der Zielsequenz zu induzieren, von
der Nukleotidabfolge der DNA oder der Struktur der sgRNA Sequenzen ab (Le Cong et al.,
2013). Untermauert wird diese Hypothese auch in dieser Arbeit, die erfolgreich zeigen konnte,
dass durch Variationen der Nukleotidabfolge und -lange eine Anderung der sgRNA

Eigenschaften herbeigefiihrt werden. Dies geschah im Falle aller hier untersuchten sgrRNAs.

Eine Strategie, die fur die Optimierung insbesondere der Spezifitdit angewendet wurde, war
das Einfuhren zusatzlicher Basenabweichungen zwischen der sgRNA und der DNA-Sequenz.
Naturgemafd ergab sich durch das Design der SNP-spezifischen sgRNA bereits eine

Basenabweichung zum Nicht-Zielallel, da diese die alternative SNP-Variante beinhaltete.
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Die Anzahl der Mismatches zwischen der sgRNA und dem Nicht-Zielallel wurde erhéht, indem
an einigen Positionen der RNA Nukleotide der urspringlichen Sequenz durch variable Basen
ersetzt wurden. Die Intention hinter dieser Strategie war es, dadurch die Affinitat der sgRNA
gegeniuber dem Nicht-Zielallel zu reduzieren. Basenvariationen zwischen der sgRNA und der
DNA konnen je nach Position unterschiedliche Auswirkungen haben (Zhang et al. 2015). Im
Laufe der Optimierungsrunden konnte festgestellt werden, dass kunstlich eingefiihrte
Nukleotidabweichungen am 5°-Ende der sgRNA deutlich besser toleriert wurden als am 3’-
Ende. Einige Studien demonstrierten bereits, dass die PAM-proximalen Sequenzabschnitte
elementar fur die Bindung und Erkennung der Zielsequenz sind und somit determinierend auf
die Cas-Effektivitat wirken. Die genaue Lokalisation und Entfernung dieser sogenannten Seed
Region von der PAM variiert zwischen 10- 12 Nukleotiden (Fu et al. 2013), bzw. 8-11
Nukleotiden (Jiang et al. 2013). Basenabweichungen in dieser Region haben negative
Auswirkungen auf die Cas9- Aktivitat und somit der Effizienz der sgRNA.

Am Beispiel der sgRNA 429-T wird dieser Effekt deutlich (Abbildung 11). Ein Basenaustausch
in PAM-Nahe, hier an der 8. Position (SgRNA 429-T-20mer_ 8.Base_T>A; sgRNA 429-T-
19mer_8.Base_T>A; sgRNA 429-T-18mer_8.Base_T>A), fuhrten in allen Fallen zu einem
vollstdndigen  Funktionsverlust der sgRNA. Abweichungen an PAM-distalen
Sequenzabschnitten hatten dahingegen weniger schwere Auswirkungen. Neben der Position
der eingefuhrten Basenverdnderung schien zusatzlich auch die Lange der modifizierten
sgRNA eine Rolle zu spielen. Bei einem Austausch von A>C an 16. Stelle konnte lediglich in
der 19 Nukleotid langen Version ein zufriedenstellendes Ergebnis erzielt werden, wahrend die
sgRNA mit identischer Sequenzabfolge aber einer zusatzlichen Base in ihrer Effizienz deutlich
reduziert war. Noch klarere Resultate lieferte die modifizierten 18mer und 17mer sgRNAS,
deren Aktivitat am Zielallel beinahe auf das Niveau des Leervektors absank. Zusatzlich
verschlechterte sich die Spezifitat der sgRNA_429-T-18mer_16.Base_A>C gegeniber der
urspringlichen Ausgangsguide sgRNA_429-T-20mer. Umgekehrt konnten im Falle der
sgRNAs fir den SNP 390-T durch eine Basensubstitutionen keine Optimierung der
Editierungseigenschaften erzielt werden.

Eine weitere Variable bei der Optimierung der sgRNAs stellte die Chemie der substituierten
Base dar. Bei der sgRNA_429-C-20mer erzielte der Ersatz des Adenins an Position 20 durch
ein Thymin eine Verbesserung der Effizienz. Zum Vergleich wurde in der gleichen sgRNA die
Pyrimidinbase Adenin durch die Purinbase Cytosin substituiert. Obwohl die Affinitat fir das
Nicht-Zielallel in beiden Fallen reduziert werden konnte, kam es bei der zweiten sgRNA 429-
C-20mer_20.Base_A>C zu einem deutlichen Abfall der Effizienz. Ahnlich verhielt es sich mit
der sgRNA_429-C-19mer. Wurde das Guanin an der 19. Base durch ein alternatives Purin

ersetzt (sgRNA_429-C-19mer_19.Base_G>C) blieb die Effizienz am Zielallel weitestgehend
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erhalten, wohingegen die Substitution mit einer Pyrimidinbase (sgRNA_429-C-
19mer_19.Base_G>A) eine kaum noch messbare Affinitdt am Zielallel zur Folge hatte. Um die
Auswirkungen der Chemie der substituierten Basen genauer zu untersuchen und zu validieren

sind jedoch hohere Fallzahlen und weitere Sequenzmodifikationen notig.

Eine weitere potentielle Mdglichkeit, die Spezifitat der sgRNAs zu verbessern, ist die
Trunkierung der 20 Nukleotide langen Ausgangsguide um zwei bis maximal drei Basen. Ziel
hier ist es, die Sensitivitdat der SgRNAs gegenuber Basenabweichungen zu erhdéhen und
dadurch die Spezifitatt am Zielallel zu verbessern. Aufgrund der reduzierten Gesamt-
Nukleotidanzahl in der verkirzten RNA, sollten Abweichungen zur Zielsequenz eine grél3ere
Bedeutung bekommen und die sgRNA dadurch vermindert am Nicht-Zielallel binden (Fu et al.
2014; Hsu et al. 2014). Als positiver Nebeneffekt sollte die off-target-Bindung im restlichen
Genom durch die Verklirzung ebenfalls verringert werden (Zhang et al. 2015; Fu et al. 2014).
Die Effizienz an der Zielsequenz sollte dadurch nicht negativ beeinflusst werden (Fu et al.
2014).

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Basenreduktionen fuhrten abhéangig von Sequenz und
Lange zu unterschiedlichen Ergebnissen. Im Falle der sgRNA_429-T und der 429-C konnten
beispielsweise die verkirzten Varianten zwar verbesserte Spezifitdtsergebnisse aufweisen,
jedoch in allen Fallen auf Kosten der Effizienzen. Im Gegensatz dazu verschlechterte sich bei
der um eine Base reduzierten sgRNA 390-T-19mer die Allel- Spezifitat entgegen der
Erwartungen zunéchst. Erst fir die sgRNA_390-T-18mer konnten bessere Resultate beztiglich
der Editierungseigenschaften gewonnen werden. Auffallig waren die Ergebnisse fiur die
SgRNA_581-T. Schon die ursprungliche 20mer Variante wies eine starke Affinitét gegentber
dem Nicht-Zielallel auf. Die Verkurzung auf die sgRNA_581-T-17mer hatte eine nochmalige
Verschlechterung der Ergebnisse zur Folge. Die Effizienz fiel im Vergleich zum 20mer ab,
wahrend die Cas9-Aktivitat am Nicht-Zielallel zunahm.

Interessanterweise fielen die Editierungseffizienzen der 17 Nukleotide langen Versionen im
Vergleich zu den 20-18mer langen Varianten auffallig haufig stark ab. Sowohl bei der
sgRNA 534-C-17mer, sgRNA _390-T-17mer, sgRNA _390-C-17mer als auch bei der
SgRNA_429-C-17mer wurde ein fast vollstdndiger Funktionsverlust beobachtet werden. War
es Fu et al. 2014 moglich, fir die 17mer langen sgRNAs noch ausreichende Effizienzen an
der Zielsequenz zu registrieren, konnten die von Fu et al. generierten Ergebnisse in dieser
Arbeit experimentell nicht reproduziert werden. Trotz des moglicherweise niedrigeren off-
target Risikos der verkirzten Varianten, sollte daher in zukinftigen Arbeiten die Beschrankung

auf sgRNAs einer Lange von maximal 18mer in Erwagung gezogen werden.
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die erfolgreichen Optimierungsmalnahmen der
SgRNAs keinem generellen Muster folgten. Von einer allgemeinen Tendenz, wie der Rolle der
Nukleotidposition innerhalb der sgRNA, abgesehen, bedurfte jede sgRNA einer
systematischen schrittweisen Modifikation zur Optimierung. In der Regel konnte durch
Nukleotiksubstitutionen in PAM fernen Abschnitten der sgRNA eine Steigerung der Spezifitat
erzielt werden, wahrend Anderungen in PAM nahen Regionen zu einem Funktionalitatsverlust
fuhrten. Um die Effizienz mdglichst wenig zu beeintrachtigen, erwies es sich als sinnvoll,
lediglich Nukleotide ahnlicher chemischer Struktur gegeneinander auszutauschen und nicht
Pyrimidinbasen mit Pyrinbasen zu substituieren oder umgekehrt. Die Verkirzungen der
sgRNAs fuhrten in den meisten Fallen ebenfalls zu einer Verbesserung der Spezifitat, wenn
auch in geringerem Ausmafl als bei den Nukleotidsubstitutionen. Im Gegensatz zu
letztgenanntem blieb die Effizienz jedoch meist erhalten. Jedoch gelang dies haufig nur bis zu
einer Lange von 18 Nukleotiden, wahrend weitere Verkilirzungen zu einem Funktionsverlust
fuhrten. Ein Grund dafur kénnte sein, dass die Spaltungsaktivitat des Cas-Proteins in der
Realitat nicht nur von der Sequenzlange und der individuellen Nukleotidabfolge beeinflusst
wird, sondern auch von Chromatin-, DNA- Methylierungs- und RNA-Strukturen sowie
maoglicher weiterer Faktoren, was die Vorhersage der Editingeigenschaften der einzelnen
SgRNAs erschwert (Le Cong et al. 2013).

Konnte keine der analysierten sgRNA experimentell eine gute Allelspezifitdt aufweisen, wie
zum Beispiel im Falle der sgRNA 581-T, kann zusatzlich auf alternative bioinformatisch
konzipierte sgRNAs zurilickgegriffen werden, da in der Uberwiegenden Anzahl der Falle
mehrere potentielle sgRNAs durch die die Algorithmen vorgeschlagen werden. Erganzend
dazu besteht die Moglichkeit, andere PAMs zu verwenden, um das Feld moglicher sgRNAs zu

erweitern.

7.2 Evaluation von Fibroblastentransfektionen

Fur die zweite Transfektionsrunde wurden sgRNAs herangezogen, die in der vorherigen HEK-
Transfektionsreihe die vielversprechendsten Ergebnisse lieferten Diese waren die sgRNA
429-T-19mer_16.Base_A>C und sgRNA 429-C-19mer_19.Base_G>C fir den SNP 429,
SgRNA 534-C-18mer fir den SNP 534-C, sgRNA 581-G-17mer fir den SNP 581G, sgRNA
749-A-17mer fur den SNP 749-A, sowie sgRNA 756-C-17mer fur den SNP 756-C. Die
ausgewahlten sgRNAs sollten nun in einem anschlieRenden Schritt in Fibroblasten-Zelllinien

von BVMD-Patienten transfiziert werden. Eine Evaluation erfolgte anhand der Untersuchung
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der Genome positiv transfizierter und somit CRISPR und sgRNA tragender M. Best Patienten
Fibroblasten. Vorhandensein und Lokalisation von Insertionen/Deletionen lieRen
Rickschlisse auf Effizienz und Spezifitdt des CRISPR/Cas9-Systems zu.

Als positiv bewertet werden kann die tber alle Transfektionen hinweg sehr gute Allelspezifitat
der getesteten sgRNAs. Bei keinem der Wildtyp-Allele konnte bei der Auswertung
CRISPR/Cas9-induzierte Indel-Mutationen beobachtet werden. Besonders im Hinblick auf
eine mogliche zukiinftige Anwendung des CRISPR/Cas-Systems als Genomeditierungstool,
ist diese Erkenntnis eine elementare Grundvoraussetzung und daher mit gré3ter Sorgfalt zu
testen.

Ahnlich wie bei ersten Versuchsreihen mit HEK293T-Zellen war es jedoch auch bei den
Fibroblasten nur schwer mdglich, allgemeingiltige Muster auszumachen, die eine verlassliche
Pradiktion der Editierungseffizienz gewdahrleisten wirden. Die Ergebnisse der HEK-
Transfektionen erwiesen sich als prognostisch nur sehr unzuverlassiger Parameter flr die
Vorhersage der Resultate der Fibroblastentransfektionen, da sie nur in geringem Maf3e mit
den tatsachlichen in vitro Effizienzen korrelierten. Waren sich die optimierten sgRNAs fiir die
SNPs 429-T, 429-C und die des SNPs 534-C in ihren Editingeigenschaften in HEK-Zellen
beispielsweise noch sehr dhnlich, kam es bei der Transfektion in Fibroblastenzellen im Falle
der sgRNAs fir den SNP 429 jedoch zu einer deutlichen Reduktion der Effizienz auf 8% im
Falle der sgRNA 429-C 19mer_l16.Base G>C bzw. 12% bei der sgRNA 429-
T _19mer_16.Base_A>C. Wéahrenddessen lieferte die Transfektion der sgRNA 534-C-17mer
in Fibroblasten vergleichbar hohe Effizienzwerte von knapp 91%. Somit sind fur die nur
schlecht vorhersehbaren Ergebnisse zusatzlich zu den in 7.1 aufgefuhrten Punkten
moglicherweise noch weitere, bisher unbekannte Faktoren ursachlich. Dazu gehort
moglicherweise die Art des Gewebes, aus dem die editierten Zellen stammen, die mit
unterschiedlichen Zellreparaturkapazitaten einhergehen kénnten, sowie dem Stadium, in dem
sich die Zelle in der Zellteilung befindet (Mout et al., 2017).

7.3 Evaluation des Haplotyp- spezifischen Ansatzes

Bis heute sind mehr als 250 verschiedene pathologische Mutationen im BEST1-Gen bekannt.
Verfolgte man den Ansatz, diese einzeln mittels CRISPR/Cas9 zu adressieren, so wére dies
sowohl eine kostspielige, aber auch sehr zeitaufwendige Herangehensweise. Angesichts
dessen scheint die hier verwendete Haplotypen-Targetierung eine sinnvolle therapeutische
Alternative. Diese Mdoglichkeit ist unabhéangig von der eigentlichen krankheitsurséachlichen

Mutation und bringt den Vorteil mit sich, nur eine Gberschaubare Anzahl an SNP-spezifischen
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sgRNAs generieren zu missen. Mithilfe der 22 in dieser Arbeit ausgewahlten SNPs, die eine
Frequenz von >5% in der europaischen Bevoélkerung aufweisen, ist es theoretisch moglich,
bereits 9 der 13 Patienten aus der gewahlten Patientenkohorte zu behandeln. Auf die in
Europa lebende Anzahl an M. Best Erkrankter Ubertragen, kénnte man auf diesem Wege
statistisch bereits etwa 70% der Patienten eine Behandlungsoption anbieten.

So sinnvoll dieser Ansatz erscheint, so wird er doch durch einige Faktoren limitiert.
Voraussetzung fur den Haplotyp-spezifischen Ansatz ist die zweifelsfreie Identifikation des
Mutations-tragenden Haplotypen. Dafur wurden in vorherigen Arbeiten DNA Fragmente
kloniert und sequenziert, welche sowohl den Mutationsort als auch einen nachstgelegenen
SNP beinhalten missen. In Féllen, in denen kein der Mutation angrenzender SNP vorhanden
ist, ware diese Methode der Bestimmung keine Option und es bleibt nur der Ruickschluss tber
eine Sequenzierung Verwandter ersten Grades. Besonders bei Erkrankungen, die sich erst im
hohen Lebensalter manifestieren und die Eltern Betroffener bereits verstorben sind, kann dies
ein Problem darstellen.

Eine alternative Mdglichkeit bestinde zusatzlich durch die Sequenzierung grofl3er
zusammenhangender DNA-Sequenzen einer Lange von etwa 10-15 kb, evtl. mittels BioPAC,
um den Haplotyp direkt in der Patienten-DNA zu bestimmen.

Zusétzlich besteht bei Patienten mit seltenen Varianten die Problematik der Identifikation der
Haplotypen, da aufgrund bisher nicht ausreichender Fallzahlen des 1000 Genom Projekts,
verwendete Softwares lediglich eine Zuordnung zu den haufigen européischen Varianten
gewahrleisten kénnen. Diese Zuordnung ist jedoch die Voraussetzung fur die Auswabhl
geeigneter SNPs, die der Adressierung durch den CRISPR/Cas-Komplex dienen.

Bei einigen Patienten, die Trager homozygoter Haplotypenkonstellationen sind, besteht selbst
nach erfolgter Identifikation von Haplotyp- und Mutationslokalisation die Schwierigkeit der
Unterscheidung zwischen dem mutanten und nicht-mutanten Allel. Bei einem homozygoten
Haplotypen sind die SNPs auf beiden Strangen identisch und eine Differenzierung uber
spezielle sgRNAs kann nicht erfolgen. Ein Knockout des mutationsassoziierten Haplotypen
kann in solchen Féllen dementsprechend nicht stattfinden. Davon betroffen sind
beispielsweise die Mutter des Patienten JS (zweimal Haplotyp H1) und des Patienten CH

(zweimal Haplotyp H3) (siehe auch Abbildung 5).

Fur die M. Best Genregion konnten 22 SNPs identifiziert werden, die fur den Haplotyp-
spezifischen-Ansatz als geeignet schienen. Von diesen wurden im Laufe dieser und vorheriger
Arbeiten bereits sechs SNPs analysiert und sgRNAs fir jeweils beide Allelauspragungen

konzipiert und optimiert. Jedoch ist diese Anzahl noch nicht ausreichend, um alle méglichen
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Haplotypkombinationen bei den M. Best Patienten umfassen zu kdénnen. Zu diesem Zweck
muss das bisher erarbeitete sgRNA Set um zuséatzliche SNPs erweitert werden, und diese
anschlief3end hinsichtlich ihrer Editingeffizienz und Allelspezifitat verbessert werden.

Die Transfektion in Patienten-Fibroblasten stellt einen wichtigen Schritt fir weitere in vivo
Experimente dar. Jedoch konnten aufgrund des zeitlich begrenzten Rahmens nicht alle
optimierten sgRNAs in primaren Patienten-Zellen ausgetestet werden. Die Fortfuhrung der
Experimente, sowie die Ermittlung potentieller genomweiter Off- Targets sind fur die weitere
Beurteilung der Effektivitdt des Haplotyp- spezifischen Ansatzes von Bedeutung.

7.4 Ausblick und weiterfihrende Aspekte

7.4.1 Identifikation von Off- Targets

Trotz der Erfolge in der Entwicklung der CRISPR/Cas-Technologie, missen noch einige
Herausforderungen bis zur klinischen Anwendung in der Gentherapie Uberwunden werden.
Dazu gehdéren unter anderem die Ermittlung potentieller, genomweiter off-target Effekte. Als
off-target Effekte werden die Erkennung und Bindung sowie die Editierung von Sequenzen im
Genom bezeichnet, die nicht der Zielsequenz entsprechen (Dai et al. 2016). Die Detektion
solcher Stellen muss mit hochster Sensitivitat erfolgen, um unkontrollierbare und
unvorhersehbare Konsequenzen, wie maligne Transformationen, beispielsweise durch
Inaktivierung von Tumorsuppressor-Genen, zu verhindern (Dai et al. 2016). In Anbetracht
dessen, dass die sgRNAs bis zu funf Nukleotidabweichungen zur Ursprungssequenz
tolerieren kénnen (Fu et al. 2013), erscheint diese MafRnahme sinnvoll. Daflr muss ein
Vergleich zwischen der Anzahl an DSB in den behandelten sowie in den unbehandelten Zellen
stattfinden. Wie bereits an anderer Stelle in dieser Arbeit beschrieben, héngt die Frequenz von
off-target Mutationen mafgeblich davon ab, inwieweit sich die Ziel-Sequenz von anderen
Sequenzen im Genom unterscheidet. Je groRer der Unterschied zwischen der gewahlten Ziel-
Sequenz und restlichen Genomsequenzen ist, desto geringer ist die Wahrscheinlichkeit
ungewinschter Mutationen (Tsai et al. 2015; Kim und Kim 2018; Kim et al. 2019).

Bioinformatische Vorhersagemodelle basieren auf Sequenzhomologien zwischen der
verwendeten sgRNA und potentiellen off-targets. Mittlerweile existiert eine Vielzahl
unterschiedlicher Vorhersagetools zur in silico Pradiktion der Spezifitat. Tsai et al. und

Cameron et al. demonstrierten, dass die Voraussagealgorithmen wie beispielsweise die E-
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CRISP  Software  (http://www.e-crisp.org/E-CRISP/), CCTop (https://crispr.cos.uni-

heidelberg.de/) und Cas-OFFinder (http://www.rgenome.net/casoffinder/) nur in einem kleinen

Teil der Falle valide Vorhersagen uber im Nachhinein experimentell entstandene off-target
Mutationen treffen konnten (Tsai et al. 2015). Diese Studien heben die Herausforderungen
hervor, die bis zur Entwicklung eines effizienten in silico Vorhersagealgorithmus Uberwunden
werden missen.

Die Methoden einer genomweiten Identifikation potentieller off-targets konnen in drei
Kategorien eingeteilt werden: in vitro (Kim und Kim 2018; Kim et al. 2015; Tsai et al. 2017,
Lazzarotto et al. 2020), eines auf Zellkulturen beruhenden in cellulo Systems (Tsai et al. 2015)
sowie einer in vivo Detektierung.

In vitro Methoden basieren auf einer Bearbeitung der aus Patienten isolierten genomischer
DNA und Inkubation mit der entsprechenden Nuklease. Der Nachweis einer DNA-Bearbeitung
findet in der Regel mittels Next-Generation-Sequencing (NGS) statt. Die in vitro Anséatze liefern
sehr sensitive Ergebnisse und bieten zusatzlich die Moglichkeit, den Einfluss des Patienten-
spezifischen Genotypen miteinzubeziehen. Nichtsdestotrotz fehlt ihnen haufig der zellulare
und gewebespezifische Kontext, in dem sich die Zelle befindet, wie beispielsweise der Zustand
im Zellzyklus und der Chromatinstatus (Liang et al. 2022). Insbesondere letztgenannter gilt als
wichtiger Einflussfaktor auf die Cas9-Aktivitat. Eine Genomregion mit einer offenen-
Chromatinstruktur ist mit h6herer Wahrscheinlichkeit einer Mutation durch die Cas9 Nuklease
ausgesetzt, als die gleiche Sequenz mit einer geschlossenen Chromatinstruktur (Singh et al.
2015). Der Effekt der DNA-Zuganglichkeit macht sich dabei weniger an der Zielsequenz und
mehr an off-targets bemerkbar (Kim und Kim 2018).

Da der Chromatinstatus sowohl Gewebe-, als auch Zelltyp abhangig ist, wird vermutet, dass
die off-target Aktivitat einer Nuklease kontextabhéngig ist (Kim et al. 2019). Eine
Berlcksichtigung dieser Information konnte in Zukunft eine Verbesserung der

bioinformatischen Vorhersagegenauigkeit bewirken (Singh et al. 2015).

Diese Limitierungen adressierend, findet bei den in cellulo Methoden eine direkte
Untersuchung der genomischen Information in den Zellen statt, welche durch eine Nuklease
bearbeitet wurden (Liang et al. 2022).

Die genaueste Untersuchungsmethode wirde eine Sequenzierung des gesamten Genoms
darstellen. FuUr eine hohe Zahl an untersuchten Genomen stellt dies jedoch eine sehr
kostspielige und aufwendige Option dar und ist somit nicht geeignet, um die Mutageneseraten
in allen Zelltypen und Geweben zu evaluieren (Kim et al. 2019). Fiur diesen Zweck kdnnte die
2015 von Tsai et al. entwickelte GUIDE-seq-Methode herangezogen werden. Diese

Technologie stellt aktuell die am haufigsten eingesetzte in cellulo Methode dar, um die off-
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target Aktivitat vorherzusagen (Kim et al. 2019; Tsai et al. 2015). Im Vergleich zu vorherigen
Methoden der in cellulo off-target Erkennung, wie der Chromatin Immunoprezipitations
Sequenzierung (ChlP-seq) oder Computer gestiutzten Pradiktionsprogrammen, liefert die
GUIDE-seq Methode deutlich sensitivere Ergebnisse (Tsai et al. 2015). In einem ersten Schritt
werden dabei DSB durch eine Integration von doppelstrdngigen  Oligo-
Deoxyribonukleinsduren (dsODN) gekennzeichnet. Durch Amplifikation dieser sdODN und
Next-Generation- Sequencing (NGS) konnen die Sequenzabschnitte durch das GUIDE-seq

Data Analyse Programm (https://github.com/aryeelab/guideseq) analysiert und ausgewertet
werden. Auf diesem Weg kdnnen off-target Mutagenesen bis zu einer Frequenz von 0,12%
detektiert werden (Zhang et al. 2015).

In vivo Untersuchungen basierten bisher meist auf einer indirekten Identifikation potentieller
off-target Stellen in zwei separaten Einzelschritten. In einem ersten Schritt kénnen durch eine
in vitro Methode wie beispielsweise das CIRCLE-seq Verfahren (Tsai et al. 2017) potentielle
off-target Sequenzen ausgemacht und im Anschluss in einem zweiten Schritt per Amplicon
Deep Sequencing auf InDel Mutationen untersucht werden (Verifizierung von in vivo-targets,
VIVO) (Akcakaya et al. 2018).

Die Moglichkeit einer direkten Detektion einer Nuklease-DNA Interaktion in nur einem Schritt,
besteht in der erst kirzlich entwickelten Methode des DISCOVER-seq (Discovery of in situ
Cas off-targets and verification by sequencing) (Wienert et al. 2019). Das Prinzip dieser
Methode basiert auf der Messung von DNA-Reparaturfaktoren, welche induziert durch den
DSB zur defekten DNA dirigiert werden. Durch eine Chromatin Immunoprezipitation (ChlP-seq
basiert) kbnnen die Reparaturfaktoren ausgemacht und im Anschluss mittels NGS untersucht
werden. Auf diesem Weg konnten InDels an off-targets mit einer Frequenz von 0,3% detektiert
werden (Wienert et al. 2019).

In vitro Verfahren wie das CIRCLE-seq (Tsai et al. 2017) oder GUIDE-seq (Tsai et al. 2015)
gelten zum jetzigen Stand zwar als sensitivste ldentifikationsmethode und kénnen somit
seltenere off-target Mutagenesen ausmachen. Dies geschieht jedoch auf haufig auf Kosten
der Spezifitat mit tausenden falsch-positiven Ergebnissen (Liang et al. 2022). Die Methode des
DISCOVER-seq vereint eine hohe Sensitivitat, wie bei in vitro und in cellulo Strategien, mit

einer hohen Spezifitat.

Zu den Herausforderungen des CRISPR/Cas-Systems gehort neben der beschriebenen
zuverlassigen lIdentifikation von off-targets, die effiziente Reduktion der Anzahl derartiger

unerwinschter Mutationsereignisse im Genom.
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Mittlerweile existiert eine Vielzahl potentieller Strategien zur Erhéhung der Spezifitat, wie
beispielsweise die Verwendung von Cas9-Nickase Varianten (Ran et al. 2013a; Shen et al.
2014; Trevino und Zhang 2014).

Durch eine gezielte Veranderung der katalytisch aktiven Nukleasedoméne der SpCas9
verursachen die Nickasen SSB (single stranded breaks, Einzelstrangbriiche) statt DSB (Shen
et al. 2014). Dadurch sind sie von der Co-Lokalisation einer zweiten Nickase am
gegensatzlichen Strang abhéngig. Durch die Induktion zweier separater SSB kdnnen die
beiden Nickasen einen DSB verursachen (Ran et al. 2013a). Die Voraussetzungen, die ein
Genomabschnitt fir die Bindung der beiden Nickasen an die Ziel-DNA erfiulllen muss, sind
dadurch deutlich héher als beim Einsatz der monomeren sgRNA, was in einer Erhéhung der
Spezifitat resultiert (Tsai et al. 2014).

Ein Problem bei dieser Methode stellte bisher jedoch einerseits die geringe
Editierungseffizienz dar. Durch die Lokalisation des SNPs ist das Design der Nickasen an eine
feste Sequenz gebunden und dadurch in vielen Fallen nicht mdglich.

Andererseits besteht ein Nachteil dadurch, dass die beiden Nickasen auch als Monomere
enzymatisch aktiv sind und somit die Gefahr mutagener Veranderungen an off-targets im
Genom besteht (Wyvekens et al. 2015). Es wurde beschrieben, dass eine Genomeditierung
sogar dann resultieren kann, auch wenn sich die beiden Komponenten bis zu 100 bp entfernt
voneinander befinden. Die statistische Wahrscheinlichkeit potentieller off-targets ist daher

nicht zu vernachlassigen (Guilinger et al. 2014).

Basierend auf dieser Uberlegung entwickelten einige Studiengruppen (Guilinger et al. 2014;
Tsai et al. 2014) einen Ansatz, der auf einer Dimerisation und nicht auf einer co-Lokalisation
beruht. Sie nutzten eine dimerische RNA-vermittelte Fokl Nuklease (RFN). Im Gegensatz zur
Wildtyp Cas9 und den Nickasen ist die dCas9 im monomeren Zustand katalytisch inaktiv und
entfaltet ihre katalytische Aktivitat erst im dimeren Zustand als Komplex mit einem zweiten
RFN-Komplex. Dieser muss dafir in genau definiertem Abstand voneinander und Orientierung
zueinander an die Ziel-DNA binden.

Analog zum klassischen CRISRP/Cas9 Modell kann dieser Ansatz ebenfalls kombiniert
werden mit einer Trunkierung der gRNAs zur weiteren Erhéhung der Spezifitdt (Wyvekens et
al. 2015).

Mit einer erhdhten Konzentration der Komponenten des CRISPR/Cas9-Komplexes ist eine
vermehrte Bindung sowohl an Ziel-Sequenzen, als auch an off-targets beschrieben. Eine
weitere Moglichkeit, das Risiko unerwinschter DNA-Briiche zu senken, stellt daher die

Uberlegung dar, die Konzentration der sgRNAs und der Cas9 zu reduzieren (Hsu et al. 2013;
82



Zetsche et al. 2015b). Allerdings erfolgt die Reduktion von off-targets meist deutlich auf Kosten

der Effizienz an der Zielsequenz (Fu et al. 2013; Zhang et al. 2015).

Ein Schwachpunkt der CRISPR/Cas-Technologie zum jetzigen Zeitpunkt besteht darin, dass
regulative Elemente, welche die CRISPR/Cas9-Aktivitdt nach erfolgter Belieferung in die
Zellen steuern kénnen, kaum erforscht sind. Es wird angenommen, dass mit zunehmender
Expositionsdauer der DNA mit dem CRISPR/Cas9-sgRNA Komplex die Wahrscheinlichkeit
einer Mutagenese auch an off-target-Sequenzen zunimmt. Ein Ansatz stellt daher eine
lediglich vorubergehende Belieferung der CRISPR/Cas9-Komponenten dar.

Eine nachweisliche Verbesserung der Spezifitat brachten in Studien unter anderem eine
Limitierung der Nuklease-Aktivitat und -Expression z.B. durch die Einflihrung zuséatzlicher
Regulationsdomanen, mutierter hochspezifische Cas9-Varianten oder der Verwendung eines
Ribonucleoprotein  (RNP) Komplexes als Transportmedium (Kleinstiver et al. 2016).
Letztgenannter weist im Vergleich z.B. mit der Plasmid-vermittelten Belieferung eine geringere
Stabilitat auf und verbleibt daher fir einen kiirzeren Zeitraum in den Zellen (Marino et al. 2020).
Obwohl die genannten Strategien eine nachweisliche Verbesserung der Spezifitat zeigten,
sind diese durch entscheidende Limitationen gekennzeichnet: Regulatorische Doméanen und
haufig zusatzliche bendtigte Liganden kénnen die Grolle der Cas9 signifikant erhéhen und
damit die Transportmdglichkeiten weiter einschradnken (Naeem et al. 2020). Hochspezifische
Cas9 Varianten prasentierten in vielen Studien erfolgversprechende Ergebnisse. Jedoch ist
die Produktion und das Design fur die einzelnen Cas Orthologe sehr zeit- und arbeitsintensiv
und fur eine Produktion in grolRem Mal3e nur bedingt geeignet.

Eine weitere Moglichkeit besteht in der Entwicklung einer photoinduzierbaren Aktivitat der
Cas9. Uber den Einsatz von Licht kann die Aktivitat der Nuklease dabei gezielt optogenetisch
induziert und gesteuert werden (Nihongaki et al. 2015).

Eine relativ neue Entdeckung stellen sogenannte anti-CRISPR Proteine dar. Diese sind
urspriinglich Teil des natirlichen Abwehrsystems der Phagen zur Inaktivierung des
CRISPR/Cas-Systems und konnten in Zukunft als nutzliches Genomeditierungstool dienen.
Im Sinne eines Ausschaltknopfes kénnte eine zeitliche Limitierung der CRISPR/Cas9-Aktivitat
nach erfolgter Bearbeitung der Ziel-DNA gewdhrleistet werden und somit die ungewollte
Bearbeitung der DNA an off-targets reduzieren (Maxwell 2017). Ziel aktueller Forschung stellt
daher die Kontrolle der anti-CRISPR Proteine fir einen Einsatz in der therapeutischen
Gentherapie dar. Durch chemische Modulation kdnnte beispielsweise die Aktivitat der anti-
CRISPR Proteine gezielt gesteuert werden (Song et al. 2022; Shin et al. 2017). Bei allen o.g.

Entwicklungen handelt es sich jedoch um erst kirzlich entdeckte und entwickelte Systeme.
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Somit sind weitere Studien noétig, um die Wirksamkeit fir eine Anwendung in situ in

unterschiedlichen Zellarten und Tiermodellen belegen zu kdnnen.

Der in dieser Arbeit verwendete Ansatz basiert auf der Induktion von DSB. Vor allem diese
sind eine Schwachstelle bei der Entstehung unerwinschter Nebenwirkungen, da mit der
Reparatur der DSB Translokationen oder Mutagenesen einhergehen konnen. Diese kdnnen
eine Aktivierung des p53-Systems oder eine Induktion der Zellapoptose hervorrufen
(Haapaniemi et al. 2018). Ein Forschungsschwerpunkt stellt daher die Entwicklung alternativer
Systeme dar, welche von DNA-Reparaturwegen unabhangig sind wie beispielsweise die neue
Genbearbeitungstechnologie des base editings. Bei dieser Methode werden Cas9-Nickasen
verwendet, welche an Deaminasen gekoppelt werden. Diese kénnen in der Ziel-DNA gezielte
Basenkonversionen von Adenin zu Guanin sowie Cytosin zu Thymin und umgekehrt
durchfiihren (Komor et al. 2016). Speziell im Vergleich zur HDR Methode konnte eine
Genomeditierung mit hoher Effizienz durchgefuhrt werden (Naeem et al. 2020). Diese
Technologie konnte v.a. der Bearbeitung sich nicht-teilender Zellen, eine signifikante
Steigerung der Effizienz im Vergleich zu herkdmmlichen Cas-Nukleasen bringen. Die
Wirksamkeit bisher verwendeter Cas9-Nukleasen beruht auf endogenen DNA-
Reparaturmechanismen, welche in postmitotischen Zellen in nur geringem Ausmalf
vonstattengehen (Naeem et al. 2020).

BEAM-101, ein im November 2021 durch die FDA zugelassenes Gentherapeutikum fur die
Behandlung der Sichelzellerkrankung, basiert auf einer base editing vermittelten Reaktivierung
der Expression fetalen Hamoglobins (HbF). Uber eine Erhéhung funktionalen HbFs soll die
Auswirkung des defekten R-Hamoglobins kompensiert werden und Symptome der
Sichelzellerkrankung abgemildert werden.

Fur die definitive Korrektur der fiir die Sichelzellerkrankung ursachlichen Mutation im HBB-
Gen, welche in den meisten Fallen durch eine Punktmutation von Thymin zu Adenin verursacht
wird, kann diese Methode jedoch beispielsweise nicht verwendet werden (Anzalone et al.
2019).

Eine weitere Alternative stellt daher das prime editing dar (Anzalone et al. 2019). Bei dieser
Methode konnen mit hoher Prézision gezielt Insertionen, Deletionen sowie
Basenkonversionen durchgefuhrt werden. Ebenso wie beim base editing missen dafir weder
DSB durchgefuhrt werden noch externe DNA-Vorlagen fur den HDR in die Zellen eingefuhrt
werden. Im Vergleich zum base editing kdnnen bei dieser Methode alle 12 Basenkonversionen

durchgefihrt werden.
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Das prime editing macht sich eine deaktivierte Cas9 (dCas9) zu Nutze, welche mittels einer
RNA einen spezifischen DNA-Abschnitt zwar binden aber nicht schneiden kann. Die dCas9
wird als Fusionsprotein in Kombination mit einer Reversen Transkriptase verwendet. Als dritte
Komponente wird eine pegRNA (prime editing guide RNA) bendtigt. Diese enthalt zum einen
eine RNA-Sequenz, ahnlich eines Primers, welche als Vorlage zur gewilinschten Veranderung
der DNA-Sequenz dient. Zum anderen enthélt sie die crRNA-repeat-Sequenz, welche die
Bindung der Cas9 an die Ziel-DNA bindende RNA-Sequenz vermittelt (Anzalone et al. 2019).
Diese Methode wurde in Studien erfolgreich eingesetzt, um in menschlichen Zellen die
genetische Ursache der Tay-Sachs Erkrankung (durch eine Deletion der fir die Erkrankung
ursachlichen Basenduplikatur im HEXA Gen) sowie der genetischen Korrektur der zystischen
Fibrose (durch eine gezielte Insertion von drei fehlenden Basen im CFTR(AF508) Gen) zu
korrigieren (Anzalone et al. 2019). Ebenfalls positive Ergebnisse zeigte das prime editing bei
einem Therapieansatz der Alzheimer Erkrankung sowie der DMD (Rousseau et al. 2020). Das
Risikoprofil beziglich der Entstehung von off-target Mutationen sowie der Frequenz von InDel
Mutationen, welche durch den Genknockout entstehen, ist dabei im Vergleich zu bisherigen
Methoden deutlich verbessert. Die Effizienz wird dabei im Vergleich zum base editing als
vergleichbar bis héherer beschrieben (Anzalone et al. 2019).

Einen Vorteil, den sich das base editing sowie das prime editing zu Nutze machen, ist die
Madoglichkeit, an gewtnschten DNA-Sequenzen Stopcodons zu generieren und dadurch ein

gezieltes Genknockout entstehen zu lassen (Billon et al. 2017).

Eine bereits beschriebene Limitation der CRISPR/Cas9-Editierung stellt die Abhangigkeit von
einer PAM-Sequenz dar. Ein Losungsansatz dieses Problems kdnnte in Zukunft das prime
editing darstellen. Falls kein passendes PAM-Motiv vorhanden ist, kénnte durch einen
gezielten Basenaustausch eine Wunsch-Sequenz, z.B. eine PAM-Sequenz generiert werden
und dadurch eine Genomeditierung moglich machen (Rousseau et al. 2020). Studien konnten
bereits eine grundsatzliche Umsetzbarkeit der neuen Editierungswerkzeuge zeigen.

Nennenswert in diesem Zusammenhang sind jedoch die oft nur geringen und wechselnden
Editierungseffizienzen (Geurts et al. 2020; Rousseau et al. 2020). Um einen ausreichenden
therapeutischen Effekt in situ erwarten zu koénnen, sind nach bisherigem Wissensstand
deutlich hohere Effizienzen nétig. Die Einflussfaktoren auf die Effizienzen ist aufgrund der erst
kiirzlichen Entdeckung der Technologien bis zum heutigen Zeitpunkt weitestgehend
unbekannt. Analog zu den Optimierungsversuchen der sgRNAs bei der Kklassischen
CRISPR/Cas9-Methode miissen daher auch beim prime editing und beim base editing weitere
Testungen zur Verbesserung der Effizienz und Spezifitat stattfinden (Rousseau et al. 2020; Li

et al. 2018b; Kim et al. 2017). Daher werden weitere Studien in vitro und in vivo bendtigt, um
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das Potential in verschiedenen Zellarten und Tiermodellen vor einer Anwendung als mégliches

Therapeutikum einschatzen zu kénnen (Wang et al. 2022).

Eine weitere Methode der Optimierung stellt die Verwendung alternativer Cas Varianten dar.
Als geeignete Werkzeuge der humanen Genomeditierung stellten sich neben den bereits
beschriebenen Varianten v.a. CRISPR/Cas-Systeme des Typs V, beispielsweise die Casl2a
(Cfpl) (Zetsche et al. 2015a) oder der Cas12b (Strecker et al. 2019) heraus. Studien zeigten,
dass diese in in vitro Experimenten eine deutlich hdhere Spezifitdt im Vergleich zu den
herkdmmlichen Cas9 Varianten aufweisen (Strecker et al. 2019). Als Nebeneffekt kénnen
diese, im Vergleich zu der am haufigsten verwendeten Cas9, ihre eigene RNA prozessieren
und bendtigen daher keine tracrRNA. Dies sorgt fur eine kleinere und unkomplizierter zu
transportierenden GengrofR3e. Die Cas12b aus Bacillus hisashii, eines Cas-Proteins der Typ V
CRISPR-Effektoren, ist beispielsweise mit 1108 Aminosauren deutlich kleiner als die SpCas9
(1368 Aminoséauren) und kann dadurch besonders in viralen Vektoren, wie den AAV, besser
transportiert werden. V.a. bei der Multiplex Genomeditierung stellt dies einen zusatzlichen
Nutzen dar, da ein Vektor mehrere crRNAs transportieren kdnnte (Yan et al. 2019). Diese
Orthologe konnten daher in Zukunft das Spektrum geeigneter Cas Varianten zusatzlich

erweitern.

Der Effekt der kristallinen Struktur der Cas9 auf die Spezifitdt ist noch weitestgehend
unerforscht. Slaymaker et al. konnten demonstrieren, dass sich zwischen der HNH, der RuvC
und der mit der PAM interagierenden Domane der SpCas9 eine positiv geladene Furche
befindet. Von dieser wird vermutet, dass sie eine Rolle in der Stabilisierung der Strangteilung
durch die Helikase spielt (Slaymaker et al. 2016). Es gelang ihnen durch eine Neutralisierung
dieser positiven Ladung, eine instabilere Bindung zwischen sgRNA und DNA an off-targets
herbeizufihren. Da die Watson-Crick Basenpaarungen zwischen der sgRNA und dem Ziel
DNA-Strang eine héhere Komplementaritat aufweisen, soll die Nuklease Aktivitat nur an off-
target Sequenzen reduziert werden, die on-target Aktivitdt jedoch unbeeintrachtigt bleiben
(Slaymaker et al. 2016). Diese Strategie kdnnte in zukinftigen Studien auch auf andere Cas9

Orthologe wie z.B. Staphylokokkus aureus angewendet werden.
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7.4.2 Belieferung der CRISPR/Cas9-Komponenten

Trotz des enormen Potentials der CRISPR/Cas9-Editierung bleibt eine der gré3ten Hirden
einer therapeutischen Anwendung die erfolgreiche und gefahrlose Belieferung der

Technologie in die Ziel-Zellen.

Generell kann die Cas9 sowohl ex vivo als auch in vivo in Form dreier Applikationsformen
eingesetzt werden: als DNA, mRNA oder als Protein (Yip 2020). Alle Belieferungsstrategien
weil3en Vorteile und Nachteile beziglich Effektivitat der Belieferung und Nebenwirkungsprofil
auf. Die einfachste Mdoglichkeit besteht im direkten Einsatz des nativen Cas9-Proteins
zusammen mit der sgRNA, als sogenannter RNP (Ribonukleoprotein)-Komplex (Yip 2020).
Vorteilhaft bei dieser Methode ist die Tatsache, dass keine Transkription oder Translation in
der Zelle stattfinden muss. Studien konnten ein vermindertes Auftreten von off-target Effekten
sowie eine verminderte Toxizitdt nachweisen. Dies beruht u.a. auf der kurzen Persistenz des
Komplexes in den Zellen und dadurch eines relativ kurzen Zeitfensters der Genomeditierung
(Bykonya et al. 2022). Einer Studiengruppe gelang es, uber eine RNP-vermittelte Belieferung
des saCas9-Komplexes eine erfolgreiche Korrektur der pathogenen RS1 Mutation der X-linked
Juvenile Retinoschisis ohne detektierbare off-target Effekte durchzuftihren (Wang et al.
2019b). Eine alternative Option stellt die Verwendung von Cas9 mRNA zusammen mit der
sgRNA dar. Da bei der Cas9 mRNA keine nukleare Transkription stattfinden muss, kommt es
Zu einem unmittelbaren Wirkungseintritt, analog zu der Verwendung der RNPs (Yip 2020). Die
Expression des Cas9 Proteins findet aufgrund der instabilen Cas9-mRNA und ihrer Anfalligkeit
fur RNAasen nur vortibergehend statt. In der Theorie soll dies mit einer reduzierten Anzahl an
off-target Mutationen einhergehen (Li et al. 2018a). Andererseits kann eine kurze Expression
auch zu erniedrigten Effizienzen fihren und die strukturelle Instabilititt der mMRNA
Schwierigkeiten bei der Belieferung hervorrufen (Liang et al. 2015). Aktuell wird diese
Belieferungsstrategie daher v.a. bei der Bearbeitung von Zellen in vitro angewendet.
Die dritte Option der Cas9 Belieferung stellt der Plasmid-basierte Transport dar. Vorteilig
hierbei sind v.a. die einfache Synthese sowie die verhaltnismafig geringen Produktionskosten
(Yip 2020). Sowohl Cas9 als auch die sgRNA Kassette, konnen gegebenenfalls zusammen
mit der HDR-Vorlage im selben Plasmid verpackt werden. Plasmide weiRen eine héhere
Stabilitat als das native Protein und die mRNA auf. Die gro3e genetische GroRRe der Cas9 (mit
~ 4.5 kb) und die totalen PlasmidgroRe von >7kb erschweren jedoch die Belieferung und die
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Expression. Fur die Transkription der DNA ist zusatzlich ein Transport in den Nukleus nétig,
was partiell die Genomeditierungseffizienz reduzieren kann und im Vergleich zur direkten
Belieferung der mRNA oder des Proteins zu einem zeitlich verzogerten Wirkungseintritt fihrt
(Yip 2020). Durch die lang andauernde Expression des Cas9-Proteins besteht die Gefahr
vermehrter off-target Effekte sowie der Entwicklung von unerwiinschten Immunreaktionen
(Liang et al. 2015). Ein nicht zu vernachlassigender Punkt stellt zusatzlich das Risiko einer
potentiellen Genomintegration des Plasmids in die Ziel-DNA dar (Hughes et al. 2009; Li et al.
2018a).

Generell kann der Transport in die Zellen als ex vivo oder in vivo Applikation stattfinden.
Aufgrund der einfacheren Handhabung und der Mdglichkeit einer Vorselektion erfolgreich
bearbeiteter Zellen, wurde in der Vergangenheit hdufig eine ex vivo Genomeditierung
durchgefuhrt (Yip 2020).

Beliebte und haufig eingesetzte Methoden beruhten bisher meist auf einer physikalischen oder
viralen Belieferung des CRISPR/Cas9-Systems. Physikalische Methoden wie Elektroporation
oder Mikroinjektion wurden bereits erfolgreich in der Genomeditierung eingesetzt (Wang et al.
2017). Eine Reduktion der Zellviabilitait sowie Schwierigkeiten, diese in vivo anzuwenden,
stellten bisher limitierende Faktoren dar (Wang et al. 2017; Wells 2004; Ul Ain et al. 2015).
Pradisponierend flr eine ex vivo Bearbeitung sind Erkrankungen, welche eine einfache
Entnahme der betroffenen Zellen ermdglichen. Zu nennen sind beispielsweise Erkrankungen
der Blutzellen bei der transfusionsabhangigen B-Thalassamie (transfusion-dependent-R3-
Thalassemia, TDT) oder der Sichelzellerkrankung (sickle cell disease, SCD). Dabei handelt es
sich um zwei der haufigsten monogenetischen Erkrankungen, bei welchen es zu einer
gestorten Produktion des R-Globins, eine Komponente des Hamoglobins, kommt. Bisher
etablierte klinische Therapieansatze basieren v.a. auf Knochenmarkstransplantationen, durch
die eine Heilung beider Krankheiten moglich ist. Limitierender Faktor ist haufig das Fehlen
geeigneter Stammzellspender, was die Erforschung alternativer Therapien nétig macht. Ein
Ansatz beruht auf der Behebung der urséachlichen Mutation auf Genomebene beispielsweise
durch das CRISPR/Cas9-System. Ziel dessen ist eine Erhéhung des fetalen Hamoglobins,
welches physiologisch lediglich im fetalen Zustand produziert und bald nach Geburt durch das
adulte Hamoglobin ersetzt wird. Durch die Reinduktion des fetalen Hamoglobins, soll das im
Falle der SCD und TDT die Konzentration funktionsfahigen 3-Globins erhéht werden (Ledford
2020).

Es gelang der Arbeitsgruppe um Frangoul et al. durch eine CRISPR/Cas9 induzierte
Targetierung CD34+ hamatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen den fir die SCD

ursachlichen BCL11A erythroid-spezifischen Enhancer zu modifizieren (Frangoul et al. 2021).
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Dafir wurden die zu bearbeitenden Zellen zun&chst entnommen und anschlieRend das
CRISPR/Cas9-System durch Elektroporation in die Stammzellen appliziert. Nach erfolgter
Myeloablation wurden den Patienten die ex vivo bearbeiteten CD34+ Zellen durch autologe
Transfusion reinfundiert. In Folgeuntersuchungen zeigten sich auch mehr als ein Jahr spater
vielversprechende Ergebnisse mit deutlichem Anstieg des fetalen Hamoglobins.

Eine aktuelle Klinische Studie zu Entwicklung einer neuen gentherapeutischen
Behandlungsmethode wird aktuell in einer Phase 1 Studie am Erkrankungsbild des
fortgeschrittenen  nicht-kleinzelligen  Lungenkarzinoms  erforscht  (ClinicalTrials.gov:
NCT02793856). Die Inhibition des Membranproteins PD-1 (programmed cell death Protein-1)

fand bisher auf medikamentdsem Weg mittels des humanisierten, monoklonalen Antikérpers
Pembrolizumab statt. Dieser bindet als Checkpoint-Inhibitor an den PD-1 Rezeptor und
stimuliert dadurch eine Aktivierung des Immunsystems gegen den Tumor. Eine &hnliche
Wirkung erhofft man sich von einem gezielten, genetischen Genknockdown des
Membranproteins PD-1. Entnommene T-Zellen werden dabei ex vivo Uiber Elektroporation mit
dem CRISPR/Cas9-Komplex sowie der sgRNA transfiziert und im Anschluss intravents
reinfundiert (Lu et al. 2020). Die in dieser Studie erwahnte kurze Lebensdauer der
transfizierten Zellen geht mit einer geringen Wahrscheinlichkeit dauerhafter genotoxischer
Effekte einher.

Virale Vektoren wie Lentiviren (LV) (Chakraborty et al. 2014), Adenoviren (AV) (Ding et al.
2014) und Adenoassoziierte Viren (AAV) sind alternative Belieferungssysteme, welche das
CRISPR/Cas9-Systeme effizient in die zu bearbeitenden Zellen liefern kbnnen (Wang et al.
2017). Bedenken gegenlber den viralen Systemen entstehen durch die potenzielle Gefahr
insertionaler Mutagenese, Karzinogese und der Auslésung von Immunreaktionen.

Die AAV-vermittelte Belieferung gilt momentan als Goldstandard in der therapeutischen
Gentherapie. Aufgrund ihres geringeren immunogenen Potentials und reduziertem onkogenen
Risikos der Genomintegration, im Vergleich zu anderen Belieferungssystemen, sind sie ein
haufig verwendetes Transportvehikel in der Gentherapie (Samulski und Muzyczka 2014). Bei
der viralen in vivo Belieferung findet zundchst eine Bindung an die Zelloberflache der zu
bearbeitenden Zellen statt. Die Viren inklusive des CRIPSR-Cas Komplexes werden im

Anschluss endozytotisch in die Zellen aufgenommen.

Die in dieser Arbeit gréRtenteils verwendete Cas9 von Streptococcus pyogenes weist bereits
ohne die Sequenzen fir sgRNA eine GengroR3e von >4 kb auf. Da AAV-Vektoren lediglich
eine Transport-(Packaging) Kapazitat von 4,7 kb aufnehmen kdnnen, stellt die Transduktion
mittels eines einzelnen Vektors in diesem Fall keine Option dar (Hsu et al. 2014). Obwohl die
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SpCas9 immer noch das verbreitetste Cas9-System in der Forschung darstellt, gewinnen
alternative Orthologe immer mehr an Bedeutung (Ran et al. 2015; Hou et al. 2013). Im Rahmen
dieser Studie wurde ein Cas9- Ortholog des Staphylokokkus aureus verwendet. Diese Cas9-
Varianten bringen den Vorteil mit sich, aufgrund der potenziell reduzierten Gengréf3e durch
einen einzelnen AAV-Vektor transportiert werden zu kdnnen (Ran et al. 2015). Als zusatzlicher
positiver Nebeneffekt konnen Cas9-Varianten unterschiedliche PAM-Sequenzen erkennen
und erweitern dadurch das Spektrum mdoglicher Zielsequenzen.

Um die Restriktion durch die limitierte Packungskapazitat der AAV-Vektoren zu umgehen,
besteht die Moglichkeit, die SpCas9 und zugehdrige sgRNAs in separaten Vektoren in die
Zelle zu bringen. Dieser Ansatz wurde bereits erfolgreich in vivo in einem Mausmodell der
Duchenne‘schen Muskeldystrophie (DSM) verfolgt (Nelson et al. 2016). Durch die CRISPR/
Cas9-vermittelte Deletion des ursachlichen Exons konnte die Expression eines modifizierten
Dystrophin Gens wiederhergestellt werden. Infolgedessen kam es zu einer partiellen
Regeneration des funktionalen Dystrophin Proteins in der Skelett- und Herzmuskulatur und
einer signifikanten Verbesserung der Muskelkraft.

Erst kirzlich konnten in der Therapieentwicklung fur LCA (Subtyp 10) (Ruan et al. 2017) und
der autosomal dominanten Retinitis Pigmentosa (RP) (Bakondi et al. 2016) erste Erfolge durch
eine AAV-vermittelte virale Administration von CRISPR/Cas9-Komponenten verzeichnet
werden. Im November 2018 wurde dem Unternehmen Editas medicine die FDA-Zulassung fur
die Kklinische Testung des IND (Investigational New Drug) EDIT-101 erteilt. Entwickelt wurde
EDIT-101 fur die Therapie der LCA Typ10, welche eine haufige Ursache vererbter kindlicher
Blindheit beim Typus Retinitis pigmentosa darstellt. CRISPR/Cas9-vermittelt soll die
Punktmutation IVS26 im CEP290-Gen, welche zu einem fehlerhaften Splicing des Transkripts
und dadurch zu einem nicht funktionsfahigen CEP290 Protein fuhrt, korrigiert werden
(Sheridan 2018). EDIT-101 soll iber AAV 5-Vektoren, welche einen intrinsischen Tropismus
fur Photorezeptorzellen aufweisen, beliefert und tber eine einmalige subretinale Injektionen
ins Auge appliziert werden (Maeder et al. 2019). Es handelt sich dabei um die erstmalige
Applikation von CRISPR/Cas9 in vivo in den menschlichen Kérper. Die haufige Verwendung
der viralen Transportmedien in den letzten Jahren beruht insbesondere auf ihrer hohen
Belieferungseffizienz und der stabilen und dauerhaften Genexpression. Insbesondere die
unterschiedlichen AAV-Serotypen koénnen durch ihre unterschiedlichen Affinitaten flr
bestimmte Gewebetypen gezielt eingesetzt werden, um spezifische Zielorgane und Gewebe
targetieren zu konnen (Zincarelli et al. 2008). Analog zur Verwendung des AAV-5 bei der LCA
gelang es Yang et al. durch die Verwendung von AAV-8 aufgrund des hohen Leber-Tropismus
dieses Serotypen, gezielt Hepatozyten mit dem CRISPR/Cas-Komplex zu beliefern. Ziel

dessen war die Korrektur einer Punktmutation in der Leber Neugeborener (Yang et al. 2016).
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Ein nicht zu vernachlassigendes Risiko bei der AAV-vermittelten Belieferung besteht in einer
AAV-Vektorintegration in DSB, welche durch das CRISPR/Cas9 System in therapeutisch
relevanten Genen verursacht werden kénnen (Hanlon et al. 2019). Abh&ngig von Zell- und
Gewebetypen variiert das Integrationsausmafd und die Integrationslokalisation. Ob und in
welcher Ausdehnung solche Effekte bei der Transfektion von RPE-Zellen zu erwarten sind,

muss in weiteren Studien noch evaluiert werden.

Eine weitere Moglichkeit viraler Belieferung stellen Lentiviren (LVs) dar. Ein grol3er Vorteil der
lentiviralen Belieferungsmethode ist, dass sowohl teilende als auch nicht-teilende Zellen
suffizient bearbeitet werden konnen und die LVs eine vorteilhafte Packungskapazitéat
aufweisen (Dong und Kantor 2021). In aktuell laufenden Phase 1/2 Studien zur Therapie Typ
1 Diabetes (T1D) mittels VCTX210 gelang es ex vivo Stammzellen durch eine lentivirale
Transfektion mit dem CRISPR/Cas9-Komplex zu beliefern, um diese im Anschluss als
allogene Transplantation pankreatischer insulinproduzierender Zellen zu reimplantieren
(ClinicalTrials.gov ldentifier: NCT04678557). Diese Zellen sind durch die CRISPR/Cas9-
Editierung imstande, der krankheitsursachlichen autoimmunen Reaktion des Korpers
entgehen zu kénnen. LVs gehdren zu den Retroviren. Diese entfalten ihre Wirkung zunachst
im Zytosol der Zelle, wo eine reverse Transkription der RNA in die komplementéare
doppelstrangige DNA stattfindet. Die DNA wird im Anschluss in den Nukleus transportiert, wo
eine virale Integrase sie in das Genom der Zelle integriert und somit die Proteinsynthese
ermdglicht (Behr et al. 2021). Dadurch besteht ebenso wie bei den AAV-Viren die Gefahr einer
insertionalen Mutagenese und somit eines onkogenen Potentials. V.a. die dauerhafte
Expression der therapeutischen Transgene wird als substantieller Nachteil interpretiert, da
hierdurch die Mdglichkeit besteht, dass ungewollte und gefahrliche off-target Effekte
hervorgerufen werden (Dong und Kantor 2021). Studien untersuchten daher die Erforschung
nicht-integraler Lentiviren, welche anstatt des grol3en und platzeinnehmenden Cas9 Gens,
das Cas9 Protein verwendeten. Diese weil3en aufgrund der reduzierten Lebensdauer des
Cas9 Proteins ein vorteilhaftes Sicherheitsprofil auf und kénnen zusatzlich im Falle eines

gewunschten HDRs die Donor-DNA im selben Medium transportieren (Uchida et al. 2021).

Aktuell im Zentrum der Forschung sind nicht-virale Belieferungssysteme. Im Vergleich zur
viralen Belieferung weil3en diese in Studien ein verbessertes Sicherheitsprofil mit reduzierter
Genotoxizitat, reduziertem Risiko einer Genomintegration und weniger onkogenen Effekten
auf. Eine erst kirzlich in den Fokus gertickte Moglichkeit der Belieferung, stellt der Transport

der Komponenten mittels Lipidnanopartikeln (LNP) dar. In aktuell laufender Phase 1 Studie
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zur Behandlung der autosomal dominant vererbten Transthyretin-Amyloidose (ATTR-
Amyloidose) wurde diese Methode erfolgreich in vivo angewandt (ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT04601051). Bei der ATTR Amyloidose handelt es sich um eine lebensbedrohliche
Erkrankung, welche mit einer Akkumulation fehlgefalteten Transthyretins (TTR) in Herz und
Nerven einhergeht. Das erst kirzlich durch die FDA zugelassene Agent NTLA-2001 zur
Gentherapie der Erkrankung zielt auf die Reduktion von fehlgefaltetem Protein im Serum ab.
Nach systemischer, intravendser Applikation via LNP Belieferung, wird das Agent
endozytotisch in die hepatischen Zellen als Ort der Proteinsynthese eingeschleust. Dort war
es erfolgreich imstande einen Genknockout des TTRs durchzufihren und die Konzentration
von defekten Proteinen signifikant zu senken (Gillmore et al. 2021).

Solche vielversprechenden Ergebnisse lassen auf die Mdoglichkeit der Anwendung der
CRISPR/Cas9-Technologie auch bei M. Best hoffen. Es wurde beschrieben, dass LPN eine
erhdhte intrinsische Affinitat gegentber hepatischen Zellen aufweisen (Gillmore et al. 2021).
Dies vereinfacht die Belieferung der Lipidnanopartikel in die Hepatozyten als primaren
Syntheseort des fehlerhaften Proteins. Ob die endozytotische Aufnahme der LPN in andere
Zellen, wie beispielsweise dem RPE &hnlich erfolgsversprechend ist, bleibt dabei noch zu
klaren. Erste Erfolge konnten in der Therapie des humanen Immundefizienzvirus-1 (HIV-1)
verzeichnet werden. Der Arbeitsgruppe um Herskovitz et al. gelang es, mittels LNP vermittelter
Belieferung des CRISPR/Cas9 Komplexes, provirale DNA in infizierten CD4+ Leukozyten zu
eliminieren ohne detektierbare off-target Effekte zu verursachen (Herskovitz et al. 2021).
Mittlerweile existiert eine Vielzahl an nicht-viralen Belieferungsmdglichkeiten der
CRISPR/Cas9-Komponenten wie beispielsweise kationische Liposomen (Zhen und Li 2020),
kationische Polymere (O'Keeffe Ahern et al. 2022), Nanovesikel sowie Goldnanopartikel (Mout
et al. 2017), polymerische Mikrocarrier wie Polysaccharide und Polypeptide (Timin et al. 2018)
oder extrazellulare Vesikel wie Exosomen (Chen et al. 2019; Wang et al. 2019a).

Viele dieser Transportvesikel sind recht neu und benétigen weitere Untersuchungen vor einem
potentiellen Einsatz als mogliches Therapeutikum.

Nachteilig bei der in vivo Applikation stellt die fehlende Mdoglichkeit einer Vorselektion
ausreichend bearbeiteter Zellen, sowie der Moglichkeit der Uberprufung des CRISPR-Erfolgs
dar. Voraussetzung fir die in vivo Applikation ist daher die genaue Kenntnis Uber

Wirkungsprofil der verabreichten Substanzen (Maeder et al. 2019).
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7.4.3 Evaluation immunogener Reaktionen

Aufgrund des bakteriellen Ursprungs des Cas9 Proteins sind potentielle Immunreaktionen auf
die CRISPR/Cas9-Komponenten (Dai et al. 2016) oder das Transportvehikel selbst (Bessis et
al. 2004) nicht auszuschlieBen. Die bisher am haufigsten verwendeten Cas9-Orthologe sind
die des Staphylococcus aureus und Streptococcus pyogenes. Diese beiden Bakterienspezies
besiedeln und infizieren die menschliche Population mit hohen Frequenzen. Daher ist es von
Bedeutung zu klaren, inwiefern im Rahmen einer préexistierenden, adaptiven Immunantwort
eine Reaktion auf die Cas9-Orthologe vorhanden ist. Einige Studien detektierten in diesem
Zusammenhang spezifische Antikdrper sowie T-Zell Antworten gegen SpCas9 und SaCas9 in
vergleichsweise hohen Frequenzen. Diese Daten demonstrieren, dass sowohl humorale wie
auch zellular-vermittelte adaptive Immunantworten durch den CRISPR/Cas9-Komplex
ausgelost werden kénnen (Charlesworth et al. 2019; Li et al. 2020).

Des Weiteren wurden kirzlich durch Moreno et al die Entwicklung einer immunologischen
Gedachtnisreaktion auf AAV und auf Cas9 beschrieben. Besonders im Hinblick auf die
Notwendigkeit wiederholter Applikationen kann dies eine entscheidende Barriere darstellen
(Moreno et al. 2019).

Durch die Verwendung alternativer Cas9- und AAV-Orthologe konnte dieses Problem teilweise
umgangen werden und eine schadliche Immunreaktion bei sequenzieller Applikation
vermieden werden (Moreno et al. 2019). Das genaue Wirkungsprofil der einzelnen
CRISPR/Cas-Komponenten sowie der einzelnen Belieferungssysteme in den
unterschiedlichen Zielgeweben muss vor der Applikation in therapeutischer Intention

genauestens untersucht werden.

Eine Moglichkeit die immunogene Potenz des Cas9 Proteins zu minimieren wéare eine
Humanisierung des Cas9 Proteins (Dai et al. 2016). Alternative Transportmittel ergeben sich
durch die Verwendung von nicht-viralen Vehikeln, wie zum Beispiel auf Nanopartikeln oder
Lipiden basierenden Vektoren (Zuris et al. 2015; Yin et al. 2016). Diese sind leichter zu
synthetisieren, haben ein vorteilhaftes Sicherheitsprofil und bieten die Mdglichkeit, die limitierte
Packungskapazitat von AAV-Vektoren zu umgehen.
Fur die in vivo Therapie ergabe sich durch die Verwendung von Cas9-Protein anstatt des
Cas9-Gens oder einer nicht-viralen Belieferung mit Cas9 mRNA der Vorteil, dass das Risiko
einer Genomintegration minimiert wirde (Kim et al. 2014). Die Anwesenheit und Wirkung der
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Cas9 ware durch eine schnelle Degradation zudem zeitlich deutlich limitiert. Aufgrund der
beiden letztgenannten Effekte kénnten off-target Effekte reduziert werden (Dai et al. 2016; Kim
et al. 2014). Nichtsdestotrotz sind die Transfektionseffizienzen bei alternativen Vehikeln oft
signifikant niedriger als solche mit viralen Ansétzen. Ineffiziente Aufnahmemechanismen in die
Zellen, eingeschrankter Transport in den Nukleus und Einschluss in endosomale Vesikel sind
limitierende Faktoren. Mehrere unabhéngige Forschungsgruppen schafften es neuerdings
grotenteils zellulare Einschlussmechanismen zu umgehen und in vitro sowie in vivo den
erfolgreichen nicht-viralen Cas9/ sgRNA-Transport in den Zellnukleus zu demonstrieren (Mout
et al. 2017; Yin et al. 2016). Diese neusten Ergebnisse lassen hoffen, dass sich das Feld
alternativer Belieferungssysteme der CRISPR/Cas9-Komponenten in die lebende Zelle in

Zukunft erweitern wird.

Da bei allen bisher genannten Strategien eine Bearbeitung der Zellen in situ erfolgt, ist die
genaue Kenntnis Uber das Wirkungsprofil der verabreichten Komponenten unabdingbar, um
unvorhersehbare Nebenwirkungen zu vermeiden. Die Wirksamkeit des CRISPR/Cas-Systems
ist neben der Effektivitat der sgRNAs ebenso von der untersuchten Zellart abhangig. Daher
bleibt zu klaren, ob sich die bisher gewonnenen Ergebnisse aus HEK Zellen und Fibroblasten
auf die iPSC und RPE-Zellen von Patienten Ubertragen lassen, und ob diese synthetisch
produzierten Zellen mit den tatséchlichen Eigenschaften der lebenden in situ Zellen
Ubereinstimmen.

Eine erfolgreiche Genomeditierung durch das CRISPR/Cas-System basiert auf der Fahigkeit
der Zellen, DNA-Schaden zu reparieren. Abhangig von der Art des Gewebes und dem
Stadium, in dem sich die Zelle in der Zellteilung befindet, variieren diese Eigenschaften
zwischen unterschiedlichen  Zellpopulationen. Die  Effektivitit gentherapeutischer
MaRnahmen, die auf zellularen Reparatursystemen beruhen, konnte durch geringe
Reparaturkapazitaten der Zellen deutlich herabgesetzt werden. Ausgehend von der Annahme,
dass die Korrektur und Erkennung von DSB vor allem wéhrend der mitotischen Zellteilung
stattfinden (Yanik et al. 2017), ist die Effizienz der Reparaturmechanismen im postmitotischen
RPE in weiteren Experimenten zu evaluieren. Néhere Erkenntnisse konnte die Analyse
CRISPR/Cas-transfizierter iPSC bringen.

Positiv gecrisperte Zellklone sollen dementsprechend in nachfolgenden Schritten selektiert
und weiter zu RPE-Zellen differenziert werden. Da bisher noch nicht bekannt ist, ob durch die
Deletion des verantwortlichen BEST1-Gens auch in der Praxis ein funktioneller Zugewinn zu
erwarten ist, sollen die bearbeiteten RPE Zellen in anschlieRenden Schritten hinsichtlich ihrer

Kanalfunktion untersucht werden.
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