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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung
Strategie zur Erstellung eines Fanconi-Andmie Modells im Schwein mittels

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR)
Ronja Apfelbaum

Die Fanconi-Anamie (FA) ist eine seltene rezessive Erkrankung des Menschen,
die bei ca. einer von 100000 Geburten auftritt. Dabei kommt es neben einer
kleinen Statur, zu verschiedenen Geburtsfehlern, einer erhéhten Tumorentstehung
und zum Knochenmarksversagen. Verantwortlich dafir sind unterschiedliche
Mutationen in einem der FA-Gene. Am haufigsten betroffen ist hierbei das
FANCA-Gen. 60-70% der Erkrankten haben eine Mutation in diesem Genlocus.
Die Mutationen fihren zu einer verminderten oder nicht vorhandenen Expression
des FANCA-Proteins. Dieses ist Bestandteil im sogenannten Fanconi-
Reparaturmechanismus. In diesem Mechanismus aktiviert der Fanconi-
Kernkomplex eine Reparaturkaskade, um Interstrand-Crosslinks (ICL) zu
reparieren. Bei einer Mutation im FANCA-Gen wird der Fanconi-Kernkomplex
nicht vollstandig gebildet und ICLs der DNA nicht repariert. Dadurch kommt es zu
Problemen bei der DNA-Replikation. Besonders aufféllig ist dies bei sich stark
replizierenden Zellen, z.B. den hamatopoetischen Stammzellen. Die
durchschnittliche Lebenserwartung von unbehandelten Erkrankten liegt bei ca. 24
Jahren. Die Therapiemdglichkeiten sind begrenzt, das Knochenmarkversagen
kann durch eine Knochenmarktransplantation behandelt werden. Fur
nachfolgende Symptome, wie die Ausbildung von Tumoren, gibt es derzeit keine
Therapie. Die bisherigen Mausmodelle haben auch ihre Grenzen, da sie die
phanotypischen Merkmale nur begrenzt aufweisen und insbesondere das
Knochenmarksversagen nicht entwickeln. Aus diesem Grund fokussiert sich diese
Arbeit auf die Generierung eines FANCA-Models in porzinen Zellen und
parthenogenetischen Embryonen, da das Schwein in der Physiologie und
Pathologie dem Menschen sehr &ahnlich ist. Dafir wurde das CRISPR/Cas9-
System verwendet. Dieses System ermdoglicht es, gezielt an einer Position in
Genom Doppelstrangbriiche herbeizufiihren. Diese werden mittels nicht-
homologer Endverknipfung (NHEJ) repariert, was oft zur Insertionen und
Deletionen (INDELs) fuhrt. In dieser Arbeit wurden spezifische CRISPR/Cas9-

Genscheren fir die Exone 7, 9 und 10 des FANCA-Gen des Schweins entwickelt.
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Zusammenfassung

Es wurden verschiedene Zelltypen untersucht, darunter immortalisierte STE-
Zellen, porzine induzierte pluripotente Stammzellen (iPS) und parthenogenetische
porzine Embryonen. Es hat sich gezeigt, dass INDELs in allen drei Zelltypen
gebildet werden konnten. Dabei war dies in den STE-Zellen und Embryonen
erfolgreicher als in den iPS-Zellen. Zudem zeigte sich eine leichte Tendenz, dass
eine INDEL-Bildung in den Exonen 7 und 10 einfacher zu generieren ist, als in
Exon 9. Diese Arbeit ist ein vielversprechender Anfang fur die Erstellung eines

FANCA-Schweinemodells, um mégliche Therapien evaluieren zu kénnen.
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Summary

2 Summary
Strategy toward the Development of a Fanconi Anemia Model in the pig by

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR)
Ronja Apfelbaum

The Fanconi anemia (FA) is a rare human disease, with a prevalence of one of
100 000 births. Phenotypic symptoms are a short stature, malformations and a
bone marrow failure. Responsible for the disease are different mutations in one of
the FA genes. Most often, the FANCA gene is mutated in 60-70% of all patients.
The disease occurring mutations lead to a reduced or absent expression of the
FANCA protein, which is part of the Fanconi core complex of the Fanconi repair
pathway. In this pathway, the core complex activates the repair cascade of
interstrand crosslinks (ICL). In case of a mutation in the FANCA gene the FA core
complex is not completely active and ICLs will not be repaired. This leads to
problems during the DNA replication. Most susceptible are highly replicative cells,
such as the hematopoietic stem cells. The mean life expectancy of untreated FA
patients is about 24 years. Currently, the therapeutic options are limited, and the
bone marrow failure may be treated by a bone marrow transplantation. For other
symptoms, like the enhanced tumour formation, no specific therapies are
available. Existing mouse models of the Fanconi anemia are not mimicking the
phenotype, particularly not the bone marrow failure. This study focusses on the
generation of a FA model in porcine cells and parthenogenetic embryos, because
of the high similarity between the human and porcine physiology and pathology.
For this purpose, the molecular scissor CRISRP/Cas9 has been used. With this
molecular scissor it is possible to introduce a specific double strand break in a
genome. Double strand breaks will be repaired via non-homologous end-joining
(NHEJ), which is error prone and often leads to insertions and deletions (INDELS).
In this work, specific CRISPR/Cas molecules targeting the FANCA exons 7, 9 and
10 have been developed. This study shows that it is possible to introduce INDELSs
in cells and embryos using the CRISPR/Cas9 system. The INDEL formation
efficiency was slightly more efficient in STE cells and embryos than in iPS cells.
Furthermore, the tendency to introduce INDELs seems to be more efficient in the
exons 7 and 10. Nevertheless, this study is a promising baseline for the production

of a FANCA pig model for further therapy research.
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Einleitung

3 Einleitung

3.1 DNA-Replikation

Bei der Zellteilung wird zunachst die chromosomale DNA repliziert, sodass nach
der Zellteilung in den Tochterzellen derselbe Chromosomensatz vorliegt. Dieser
Prozess wird DNA-Replikation genannt. Die DNA-Replikation erfolgt mittels DNA-
Polymerasen. Diese nehmen einzelstrangige DNA (ssDNA) als Vorlage und
synthetisieren einen komplementéren Strang. Der komplementare Strang bildet
eine Watson-Crick-Paarung mit der Vorlage, wodurch sich die DNA-Doppelhelix
ausbildet. Wahrend der Replikation von doppelstrangiger DNA wird diese lokal
aufgeschmolzen, es bilden sich sogenannte Replikationsgabeln. Die DNA-
Polymerase repliziert die DNA mit dem Startpunkt an den Replikationsgabeln. Sie
findet gleichzeitig in beide Richtungen statt. Auf dem sogenannten Leitstrang
erfolgt die kontinuierliche Replikation in 5-3-Richtung. Auf dem dazu
komplementaren Folgestrang hingegen erfolgt eine diskontinuierliche Replikation
unter Zuhilfenahme sogenannter Okazaki-Fragmenten (Abb. 1). Diese werden
schlieBlich von einer DNA-Ligase verknupft. Insgesamt liegt eine

semikontinuierliche Replikation vorl,

leading strand 3

HS,

3 continuous

DNA unzips

»>

> » 4 discontinuous
Okazaki
, fragment
I 5 3

lagging strand

Abb. 1: Schematische Darstellung der semikontinuierlichen DNA-Replikation(?!,

An der DNA-Replikation sind mehrere DNA-Polymerasen beteiligt. Es finden sich
mindestens 13 verschiedene DNA-Polymerasen in Saugerzellen. An der
Replikation der Kern-DNA sind beispielsweise die Polymerasen a, & und ¢

beteiligt. Diese drei Polymerase wirken zusammen. Dabei dient die Polymerase ¢
1



Einleitung

der Replikation des Leitstrangs und die Polymerasen a und & replizieren
zusammen den Folgestrang. Dabei generiert die Polymerase a zusammen mit
einem Enzym namens Primase die Okazaki-Fragmente und die Polymerase &
verbindet diese miteinander. In Saugerzellen liegt zusatzlich das Problem vor,
dass das aulierste 5-Ende des Folgestrangs nicht repliziert werden kann. Die
Enden, auch Telomere genannt, bestehen aus einer einfachen, guanin-reichen
Sequenz, die durch das Enzym Telomerase synthetisiert und aufrechterhalten
wird. Fehlt die Telomerase, verkirzen sich die Chromosomen bei der DNA-
Replikation. Dies kommt beim Alterungsprozess der Zellen in natirlicher Weise

vorfl,

Die Replikation kann fehlerhaft verlaufen und so zu Mutationen fihren.
Punktmutationen kdénnen durch reaktive Sauerstoffspezies entstehen, die Uber
den Zellstoffwechsel entstehen. Hierbei kann Guanin zu 8-Oxoguanin oxidiert
werden, was dazu fuhrt, dass bei der DNA-Replikation eine Paarung mit Cytosin
oder Adenin entstehen kann. Dadurch kann es zu einer G:C — A-T-Transition
kommen. Diese Mutationen kénnen durch verschiedene Mechanismen repariert

werden.

Bei Doppelstrangbriichen kann eine Reparatur tber den Mechanismus der nicht-
homologen Endverkntipfung (NHEJ) und der homologen Rekombination erfolgen.
Das NHEJ repariert Doppelstrangbriiche. Die homologe Rekombination findet
statt, wenn homologe DNA-Sequenzen vorliegen und als Vorlage fur den
mutierten Bereich dienen konnen. Bei einer fehlerhaften homologen
Rekombination kdnnen jedoch Insertionen und Deletionen entstehen. Treten
Mutationen in den Keimzellen auf, kénnen diese vererbt werden und so zu

genetischen Erkrankungen, wie der Fanconi Anamie, fuhren!l,



Einleitung

3.2 Fanconi-Reparaturmechanismus

Der Fanconi-Reparaturmechanismus ist ein Reparaturmechanismus, der
vorwiegend Zwischenstrang-Querverbindungen repariert® 4. Es wird zwischen
Querverbindungen zwischen verschiedenen DNA-Strangen (interstrand) und

innerhalb eines DNA-Strangs (intrastrand) unterschieden (Abb. 2).

Interstrand crosslink

1)

| *"‘T

Intrastrand crosslink

Abb. 2: Schematische Darstellung eines Interstrand- und Intrastrand-Crosslinks!®l. Die Abbildung

wurde modifiziert.

Die Querverbindungen konnen durch Chemikalien, Umwelteinflisse oder auch
durch Metaboliten des Zellstoffwechsels entstehen. Interstrand-Crosslinks werden
oft in der Chemotherapie herbeigefihrt. Das Chemotherapeutikum Cisplatin
reagiert bevorzugt mit dem Stickstoff an siebter Position im Guanin. Dadurch
kommt es zu einer Verknupfung von zwei Guaninen. Der Abstand der beiden
Strange der DNA-Helix wird verklrztll, Alternativ fuhrt Cisplatin auch zu
Intrastrand-Crosslinks. Auch hierbei kommt es zu einer Verknupfung von zwei
Guaninen. Intrastrand-Crosslinks treten zudem haufig bei oxidativen Stress, also
bei Kontakt der DNA mit freien Sauerstoffradikalen, auf. Dabei reagiert der achte
Kohlenstoff im Guanin mit der an der fiinften Position im Thymin befindlichen
Methyl-Gruppel” 8. Die Bildung von Interstand- und Intrastrand-Crosslinks fiihrt
dazu, dass die DNA-Replikation und Transkription gehemmt werden und zu
strukturellen Veranderungen in der DNA fuhren®. Chemotherapeutika bedienen
sich dieses Verhaltens und werden eingesetzt, um die DNA-Replikation in
Tumorzellen zu hemmenl®, Der Fanconi-Reparaturmechanismus repariert

Interstrand Crosslinks (ICL).



Einleitung

Am Fanconi-Reparaturmechanismus sind mindestens 19 Proteine beteiligt. Diese
lassen sich in drei Kategorien einteileni*l: den Fanconi-Kernkomplex (FA-
Komplex), den FANCI/FANCD2-Komplex (ID-Komplex) und den nachgeschalteten
Proteinen. Zum FA-Komplex gehoéren acht FANC-Proteine (FNACA, FANCB,
FANCC, FANCE, FANCF, FANCG, FANCL und FANCM) und drei assoziierende
Proteine (FAAP20, FAAP24 und FAAP100)3 4. Der ID-Komplex besteht aus zwei
FANC-Proteinen (FANCI und FANCD2) und bildet den zentralen Punkt des
Reparaturmechanismus‘. Der Fanconi-Reparaturmechanismus wird durch die
Anwesenheit von ICLs aktiviert. Diese Aktivierung signalisiert dem FA-Komplex
den ID-Komplex zu monoubiquitinieren, um mit den ICLs interagieren zu
konnenl!?, Die dritte Kategorie sind die nachgeschalteten Proteine. Dies sind
FANCD1 (BRCA2), FANCJ (BRIP1), FANCN (PALB2), FANCO (RADCS51),
FANCP (SLX4), FANCQ (XPF), FANCR (RAD51) und FANCS (BRCAL1). Diese
sind im weiteren Verlauf an der Reparatur der ICLs beteiligt!3l. Sie reparieren die
DNA mittels homologer Rekombination*4, Eine Darstellung wie der Fanconi-

Reparaturmechanismus ablauft, ist in Abb. 3 zu sehen.
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Nuclear Foci

BRCA1
FANCN-
PALB2 @
FANCD1-
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@ FANCO
RAD51D( RADS51B
Resistance 1o Inter-strand DNA cross-inking agents @
«\-I Coordinate processing of inter-strand DNA crosslinks |

FANCJ-
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Abb. 3: Darstellung des Fanconi-Reparaturmechanismus. Der FA-Komplex (A, C, F, G, E) erkennt
ICLs und agiert daraufhin als Ubiquitinligase E3, wodurch der ID-Komplex (FANCD2, FANCI)
ubiquitiniert wird. Dieser Komplex reagiert mit weiteren Proteinen, wodurch es zur DNA-Reparatur

mittels homologer Rekombination kommt(241,

3.1 Fanconi-Anamie

Bei der Fanconi-Andmie (FA) handelt es sich um eine seltene, rezessive
Erbkrankheit des Menschen, welche bei ca. einer von 100000 Geburten auftritt.
Die FA wurde nach dem Schweizer Kinderarzt Guido Fanconi benannt, welcher
diese Erkrankung erstmals im Jahre 1927 beschrieben hat!*®l. Bisher wurden 19
Gene entdeckt, in denen auftretende Mutationen zur FA fiuhren. Die meisten
Mutationen in diesen Genen entwickeln einen FA-assoziierten Phanotyp mit
Geburtsfehlern, einem frih einsetzendem Knochenmarksversagen, einer
Veranlagung zur Entwicklung einer aplastischen Anamie, sowie festen Tumoren.
Bei einigen Mutationen in FANCA-Genen zeigen sich nur wenige dieser
phanotypischen Merkmalel'®l. In den 70er Jahren wurde entdeckt, dass Zellen mit
Mutationen in einem der FA-Gene sensibel auf Reagenzien reagieren, die zu ICLs
fuhren (z.B. Mitomycin C oder Diethoxybutan)”-22, Daher wird angenommen,
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dass es bei der FA nicht moglich ist, ICLs zu reparierenl!” 1% Die meisten
Mutationen treten in den Genen von FANCA, FANCC und FANCG auf, welche
Proteine des Fanconi-Kernkomplexes codieren. Mutationen in diesen Genen
sorgen fur 85 % aller FA-Erkrankungen, wobei Mutationen im FANCA-Gen mit

einer Haufigkeit von 60 % aller FA-Erkrankungen am Haufigsten sind[?3: 241,

3.1.1 Atiologie/molekulare Ursache

Unter Betrachtung des FANCA-Gens, auf das der Schwerpunkt in dieser Arbeit
liegt, wurden bisher bereits Uber 100 pathogene Mutationen entdecktl?5 28],
Ungefahr ein Drittel der Mutationen sind Deletionen!??: 281, In der Proteinstruktur
des FANCA wurde gezeigt, dass die Region des Proteins zwischen den
Aminosauren 1046-1320, die von den Exonen 32-39 kodiert wird, essentiell fur die
Funktionalitdt des Proteins ist. Viele Mutationen wurden bei Patienten in diesem
Bereich gefundenl?> 281, Der komplette Verlust des FANCA-Proteins fihrt zu einem
ausgepragten Phanotypen, wahrend kleinere Veréanderungen im Protein zu einem
milderen Phanotyp und im fortgeschrittenen Alter zu einer Veranlagung zur
Entwicklung einer aplastische Anamie fuhren?d. Im Laufe der letzten Jahre
wurden mehrere Studien Uber die molekulare Ursache einer FA, basierend auf
einen Defekt im FANCA-Gen, gemacht. Bisher wurde beobachtet, dass es ein
verstarktes Auftreten der FA bei bestimmten ethnischen Gruppen gibt, wie den
spanischen Romal®%, den aschkenasischen Judenfl und Afrikaander aus
Sudafrikal®?. Es wurden unter anderem israelischel®®, spanischel* und

italienischel?®! Patienten untersucht.

Von 32 untersuchten israelischen Patienten konnte bei 15 Mutationen im FANCA-
Gen nachgewiesen werden. Eine Auflistung der Mutationen ist in Tab. 1

dargestellt.
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Tab. 1: Auflistung von FANCA-Mutationen in israelischen Patientenl®3l. Die Tabelle wurde

modifiziert.
Mutation Kultureller
Ursprung
2574C>G Indisch-judisch
2172-2173+G  Marokkanisch-
judisch
890-893del Tunesisch-
judisch
4257delT Marokkanisch-
judisch
IVS42-2GC Arabisch
Val229lle Arabisch
Del ex6-31 Arabisch

Tamary et al. weisen bei den judischen Patienten auf einen mdoglichen ethnisch-

zuzuordnenden Zusammenhang hin.

Bei den spanischen Patienten wurden 130 mutierte Allele bei 67 Patienten
gefunden, von denen 52 Mutationen zur Ausbildung der Fanconi-Anamie fihrten.
Dafur wurden die 43 Exone des FANCA-Gens untersucht. Es lagen hauptsachlich
Punktmutationen und kleine Insertionen, sowie Deletionen vor. Es wird vermutet,
dass die meisten durch das Abrutschen der DNA-Polymerase wéhrend der
Replikation entstanden sind. Die Mutationen liegen in den Exonen, den Introns
und auch in nicht-kodierenden Bereichen der DNA vorl34, Die 67 untersuchten
Patienten gehodren alle der ethnischen Gruppe der spanischen Roma an. Es
wurden verschiedene Mutationen gefunden, darunter auch die Mutation
3788_3790delTCT, welche die haufigste Mutation (20.7%) bei den spanischen
Roma ist. Bei dieser Mutation wurden zwischen den Basen 3788 und 3790 drei
Basen deletiert. Sie liegt in Exon 38 des FANCA-Gens. Sie gehort nicht nur zur

haufigsten Mutation in Spanien, sondern auch zur haufigsten Mutation weltweit [34],

Bei den italienischen Patienten wurden ebenfalls alle 43 Exone des FANCA-Gens

von 38 Patienten untersucht. Dabei wurden zehn unterschiedliche Mutationen
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entdeckt. Darunter waren drei Nonsense-Mutationen, vier Anderungen der

Splicestellen, eine Duplikation, eine Insertion und vier Missense-Substitutionen!2®l,

Anhand der Studien Uber die Mutationen in FA-Patienten ist eindeutig, dass es
zahlreiche Mutationen im FANCA-Gen gibt, die urséchlich fir eine Erkrankung an

der FA sind. Davon sind hier nur wenige beispielhaft dargestellt.

3.1.2 Therapiemdglichkeiten

Fir die Fanconi-Andmie (FA) ist bisher keine ursachliche Therapie mdglich.
Symptomatische  Therapien sind die Knochenmarktransplantation, die
Transplantation von Nabelschnurblut, sowie die Verwendung von Medikamenten,
die eine Knochenmarktransplantation jedoch nicht unabwendbar macht. Bei der
Knochenmarktranplantation gibt es eine Uberlebensrate von bis zu 90% bei gut
passenden Spendernf®l. Dennoch kann es nach erfolgreicher Transplantation zur
Entwicklung bosartiger Tumore kommen[®8l, Die Verwendung von Nabelschnurblut
zusammen mit optimierten Protokollen und der Verwendung von Fludarabin als
Zytostatikum erreicht eine hohe Uberlebensratel®’-4%l, Mit diesen Therapien kann
jedoch die Ursache der Erkrankung nicht behandelt werden.

Aus diesem Grund wird daran geforscht, bei hamatopoetischen Vorlauferzellen
und Fibroblasten eine Gentherapie durchzufiihren. Die Fibroblasten werden daftr
zu induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS) reprogrammiert. Dies geschieht
durch eine Transduktion mit Reprogrammierungsfaktoren, wie OCT4, SOX2, KLF4
und cMyc. Eine Korrektur solcher Zellen hat gezeigt, dass die FANCA-

Proteinexpression wiederhergestellt werden kannl4 4],

Die hamatopoetischen Vorlauferzellen sollen hingegen mit genom-verandernden
Nukleasen korrigiert werden. Eine vielversprechende Therapiemdglichkeit ist hier
die Verwendung des neuartigen CRISPR/Cas9-Systems, mit dem bisher FANCA-
Mutationen in humanen Fibroblasten korrigiert werden konntenl[*3l. Es wurde eine
Cas9-Nickase verwendet. Diese beginstigt die homolog-gerichtete Reparatur von
Einzelstrang-Brichen. In der Studie von Osborn et al. wurden Fibroblasten von
FA-Patienten verwendet, welche mit der Cas9-Nickase transformiert wurden!#3l, Es
wurde festgestellt, dass die Verwendung der Cas9-Nickase =zu einer
Wiederherstellung der FANCC-Proteinexpression fihrt. Weiterhin  konnte
festgestellt werden, dass in den Fibroblasten die untersuchte Mutation korrigiert

werden konnte. Allerdings wirde sich fur eine Anwendung dieser Methode als
8
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Therapiemoglichkeit die Verwendung von hamatopoetischen Vorlauferzellen

besser eignenl3,

Eine schematische Darstellung der Reprogrammierung von Fibroblasten und die

Genkorrektur von hamatopoetischen Vorlauferzellen ist in Abb. 4 dargestellt.

FA Genkorrektur Umprogrammierung Differenzierung
} | | &% -
~ ® > o — ® - o
FA Haut- Korrigierte iPS  Korrigierte hamato-
fibroblasten  Fibroblasten poetische Vorlaufer
. FA Genkorrektur o D
- o® r o9 &
®© ~e ™
FA h@amatopoetische Korrigierte hdmato-
Vorlaufer poetische Vorlaufer

Abb. 4: Mdgliche Zell- und Gentherapiestrategien in der Fanconi-Anamiel*. Die Abbildung wurde

modifiziert.

3.2 Krankheitsmodelle fur die Fanconi-Anéamie

Damit eine Ursachen- und Therapieforschung stattfinden kann, sind Tiermodelle
notwendig. Fiur die Fanconi-Anamie (FA) wurden Mausmodelle generiert“5-50],
Diese Modelle reprasentieren jedoch nicht den humanen Phanotyp. Daher ist ein

alternatives Tiermodell notwendig.

3.2.1 Mausmodelle

Die erstellten Mausmodelle wurden mittels embryonaler Stammzellen und
homologer Rekombination erstellt. Im FancA-Gen der Mause wurden die Exone 4-
7 durch einen lacZ-Neo-Marker ausgetauscht, was zu einem Knockout des FancA-
Proteins gefiihrt hat*®l. Das FancA”-Modell zeigt eine verringerte Fruchtbarkeit
sowie eine erhohte Sensitivititt gegen ICL-induzierende Reagenzien, wie
Mitomycin C. Allerdings ist kein Knochenmarkversagen zu beobachten!®l. Durch
Zugabe von ICL-induzierenden Reagenzien konnte bei den Modellen ein
Knochenmarkversagen hervorgerufen werdenl*’l. Einen Vergleich des humanen

Phanotypen zum Phanotyp im FancA’-Mausmodell ist in Tab. 2 dargestellt.
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Tab. 2: Phanotyp des FancA-Mausmodells im Vergleich zu Fanconi-Andmie-Patienten(52,

Phanotyp Mausmodell (FancA”) Mensch
Knochenmark Kein Knochenmarkversagen,
Knochenmarkversagen  Aplastische Anamie,
Hypoplasie
Entwicklungsdefekte Mikrophthalmie, Kleine Statur, kongenitale
Mikrozephalie Missbildungen vom

zentralen  Nervensystem;
Mikrophthalmie und
Mikrozephalie

Tumorentwicklung Lymphome,  Sarkome Akute myeloische
und Eierstocktumoren Leuké&mie, schuppenartige

nach 15 Monaten Zellkarzinome

Mitomycin C- Hypersensitivitat Hypersensitivitat
Sensitivitat

Allerdings gibt es neben den homozygoten FA-Modellen auch doppelt-mutierte
FA-Mausmodelle. So wurden FancA”-, FancC’-Doppelmutanten erstellt, welche
jedoch keinen veranderten Phanotyp zeigen, wohingegen eine FancC”, FancG”--
doppelmutante Mauslinie eine Myelodysplasie und ein Knochenmarkversagen
entwickelt’® 54, Bei der humanen Erkrankung kommt es jedoch nicht zu
Mutationen in verschiedenen FA-Genen. Daher sind die Mausmodelle nur
begrenzt geeignet fir die Ursachen- und Therapieforschung der humanen

Erkrankung.

3.2.2 Alternative Saugermodelle

Eine mdgliche Alternative stellt das Schwein dar. Im Schwein wurde bereits
erfolgreich eine Krankheit modelliert, die, ebenso wie die FA, keinen zutreffenden
Phanotyp in den Mausmodellen hervorruft. Bei dieser Krankheit handelt es sich
um die Mukoviszidosel®®. Es wurde erfolgreich eine Mukoviszidose in
SchweinenP8 induziert, welche spontan die Lungenerkrankung als
hauptsachlichen Phanotyp entwickelt haben. Zudem kam es zur Erkrankung der
Pankreas, der Gallenblase und des DarmsP” 58 Somit konnte das

Multiorganversagen, welche auch beim humanen Phanotyp auftritt, reproduziert

10
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werden. Folglich ist es mdoglich, diese Modelle fir Therapieansatze, wie fur

stammzell-basierende oder genom-editierende Therapien, zu verwenden!>9-61],

Aufgrund der eingeschrénkten Reprasentation der Fanconi-Andmie (FA) im
Mausmodell, ist es notwendig, ein alternatives Tiermodell zu generieren. Daflr
konnen andere Sauger, wie das Schwein verwendet werden!2, Dieses zeigt eine
groRe physiologische und pathologische Ahnlichkeit mit dem Menschen. Aus
diesem Grund werden in dieser Arbeit porzine Zellen und parthenogenetischen
Embryonen verwendet, bei denen spezifische Mutationen im FANCA-Gen

eingefuhrt werden.

3.3 Homologe Rekombination

Die erste gezielte genetische Verédnderung erfolgte 1983 mittels homologer
Rekombination (HR) in Hefel83l. Capecchi et al. integrierten erstmals fremde DNA
in das Genom von somatischen Mausezellen mittels HRI®4. Hierfir wurde der
Ansatz gewahlt, bei dem ein Gen mit zwei homologen Armen in eine Zielsequenz
integriert wurde (Abb. 5). Im Jahr 1985 publizierte Smithies et al. die erfolgreiche
HR im humanen chromosomalen B-Globin-Gen. Dabei wurde eine 0.001%ige
Erfolgswahrscheinlichkeit der Modifikation festgestellt®]. Dies wurde 1986 in einer
Publikation von Thomas et al. bestatigt®l. Im Jahr 1989 publizierten Capecchi et
al. schlieBlich die homologe Rekombination in murinen embryonalen

Stammzellen!®7],

Gen Y mit homologen Armen

| 9

L]

6 7\

< —

Gen

Homologe Rekombination

1 2 3 4 5 6 7  GenY 9
I l

I L B

Abb. 5: Schematische Darstellung der homologen Rekombination!®8l,
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Es wurde festgestellt, dass langere homologe Arme die Effizienz der HR
erhohenl®”l. Da es aber auch Spezies gibt, bei denen es bisher nicht moglich war,
embryonale Stammzellen zu generieren (z.B. Schwein), ist diese Methode nicht

fur alle Sauger anwendbarl®9l,

3.4 Somatischer Zellkerntransfer (SCNT)

Der somatische Zellkerntransfer (SCNT) stellt eine Moglichkeit dar, eine gezielte
genetische Veradnderung bei Saugerspezies hervorzurufen, von denen keine
embryonalen Stammzellen generiert werden koénnen. Hierfir werden eine
somatische Zelle und eine enukleierte Eizelle miteinander fusioniert. Das daraus
entstehenden Tier ist ein Klon des Tieres, von dem die somatische Zelle
gewonnen wurde. Das erste aus einer somatischen Zelle geklonte Tier war 1997
das Schaf Dollyt?l.

Fur den SCNT sind zwei Komponenten notwendig, eine somatische Zelle und eine
gereifte Oozyte ohne Zellkern. Die Oozyte kommt von einem Spendertier. Diese
Eizelle wird gereift und anschlieRend enukleiert, d.h. der Polkérper wird mit der
Metaphasen-ll-Platte entfernt. Somit enthalten die Eizellen, abgesehen von
mitochondrialer DNA, keine eigene DNA. Von einem Gewebezellen-Spender
werden die somatischen Zellen entnommen. Diese werden so kultiviert, dass der
Zellzyklus der Zellen in der GO/Gl-Phase stagniert. Es wird schlie3lich eine
somatische Zelle in den perivitellinen Raum platziert. Dabei wird die Zelle nahe
der Oozytenmembran platziert. Es folgt die Fusionierung der Zellen mittels eines
elektrischen Impulses. Dadurch entsteht ein rekonstruierter Embryo. Nach einem
weiteren elektrischen Impuls, durch den der Embryo aktiviert wird, kommt es zur
Spaltungsteilung der Eizelle. Die Embryonen werden bis zum Blastozystenstadium
kultiviertl’0-73], Eine Darstellung des SCNT ist in Abb. 6 dargestellt.

12
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Somatische Zellen @ ¢ & Mil Oozyte
Transfektion/Selektion i
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Zygote 2-Zeller Blastozyste

Abb. 6: Schematische Darstellung des somatischen Zellkerntransfers!’4. Die Abbildung wurde

modifiziert.

Im Durchschnitt entwickeln sich bei Klonen von Schweinen ca. 1 % der
rekonstruierten Embryonen zu Ferkeln[™®l, Es gibt nur wenige Publikationen in

denen dieser Wert Uiberschritten wurdel’s: 771,

3.5 Genetische Editierung

Neben der gezielten Veranderung eines Genoms mittel homologer Rekombination
und somatischen Zellkerntransfer besteht die Mdglichkeit, moderne Genscheren
fur die genetische Editierung zu verwenden. Darunter fallen Zinkfingernukleasen,
TALEN und das CRISPR/Cas9-Systeml’8l, Von diesen drei Nukleasen wurden die
Zinkfingernukleasen zuerst entwickelt. Da die Herstellung von TALEN jedoch
einfach und glinstiger war, wurden die ZFN von den TALEN abgelost’. In Jahr
2012 wurde das CRISPR/Cas9-System fur die genetische Editierung in Saugern

zuganglich gemacht(8l,

3.5.1 Zinkfingernukleasen (ZFN)
Im Jahr 1985 wurde erstmals ein Zinkfinger (ZF)-Protein in Xenopus-Oozyten
beschrieben!®l, Die typische ZF-Struktur Cysz2Hys2 gehort zu den haufigsten DNA-

bindenden Motiven. Ein ZF enthalt 30 Aminosauren, die zwei anti-parallele [3-
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Faltblatter bilden, die entgegengesetzt einer a-Helix angeordnet sind®2. Die a-
Helix bindet hierbei spezifisch an drei Basenpaarel®®. Die Spezifitat von
Zinkfinger-Proteinen erhoht sich, wenn wenigstens drei ZF hintereinander

angeordnet werden.

Zinkfingernukleasen (ZFN) sind Fusionsproteine aus Zinkfingern und der
Endonuklease Fokl. Die ZF bilden den spezifischen DNA-bindenden Bereich,
wahrend die Fokl eine Restriktionsendonuklease ist, die DNA schneidet. Da die
Fokl nur bei einer Dimerisierung DNA schneiden kann, sind zwei ZFN fir eine
genetische Modifikation notwendigl®¥. Dabei entsteht an der Zielsequenz ein

Doppelstrangbruch mit einem 5-7 Basen-Uberhang (Abb. 7).

N RSN A\

~ / )
< Fok1 \ / ( /

N

TGGCGGTGGCTCAGCTACAGGCCTGGTGGTACAAGGCACAAA
ACCGCCACCGAGTCGATGTCCGGACCACCATGTTCCGTGTTT

& r'? f Fok1 )
L /S

\

Abb. 7: Schematische Darstellung einer ZFNL9l.

ZFN werden mittels Transfektion oder Mikroinjektion in Zellen oder Embryonen
eingebracht!®]. Eine Inkubation der Zellen bei 30°C erhoht die Aktivitat der ZFNI®8],
Obwohl ZFN sehr spezifisch sind, besteht die Mdglichkeit sogenannte Off-Target-
Ereignisse zu erhalten. Das sind Regionen in Genom, an die die ZFN ebenso
binden kann wie am Ziellocus. Um Off-Targets ausschlieRen zu kénnen, ist immer

eine Off-Target-Analyse notwendig.

Nach dem Schnitt durch die ZFN in der DNA entsteht ein Doppelstrangbruch
(DSB), der Uber zwei unterschiedliche Reparaturmechanismen repariert werden
kann. Diese Mechanismen sind die nicht-homologe Endverknupfung (NHEJ) oder

die homolog-gerichtete Reparatur (HDR). Diese sind in Abb. 8 dargestellt.
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e

/ \ = Spender DNA

Nicht-homologe Homolog-gerichtete
Endverknipfung (NHEJ) Reparatur(HDR)

Abb. 8: Schematische Darstellung der Reparaturmdglichkeiten nach einem Doppelstrangbruch
mittels ZFNs[. Die Abbildung wurde modifiziert.

Die NHEJ ist stark fehlerbehaftet und fuhrt oft zu Mutationen weniger
Basenpaarel®”’l. Diese konnen zu einer Leserasterverschiebung oder der
Unterbrechung eines Gens fuhren. Dadurch kann ein Knock-out des Gens erzielt
werden. Wenn zusatzlich zur ZFN eine Spender-DNA transfiziert wird, die
homologe Arme zu beiden Seiten des DSB enthélt, kann alternativ die HDR
erfolgen. Die Spender-DNA enthalt eine DNA-Sequenz flankiert von zwei
homologen Armen. Dies wird wahrend der Reparatur in die Sequenz kopiert!®8l,
Die homologen Arme benétigen bei Saugetieren eine Lange von 500-1000 bp fir

eine spezifische homologe Rekombination!®.

3.5.2 TALEN (Transcription activator-like effector nuclease)

Die Transcription activator-like effector (TALE) kommen in Pflanzenpathogenen
wie Xanthomonas vorl®l. Sie wirken als Transkriptionsfaktoren und aktivieren die
Expression pflanzlicher Gene. Sie bestehen aus Wiederholungen von 33-35
Aminosauren mit zwei Polymorphismen an Position 12 und 13. Diese werden
repeat variable diresidues (RVD) genannt. Die RVDs binden spezifisch an ein
Nukleotid, wodurch eine direkte Protein-DNA-Interaktion herbeigeftihrt wird[®0: 91,

Die Fusion von TALEs mit der Endonuklease Fokl flhrte zur Entwicklung der
Transcription activator-like effector nuclease (TALEN). Die Darstellung einer
TALEN ist in Abb. 9 zu sehen.
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Linker TALEN
TGGCGGTGGCTCAGCTAC GGTGGTACAAGGCACAAA
ACCGCCACCGAGTCGAT CCACCATGTTCCGTGTTT

Rechter TALEN

Abb. 9: Schematische Darstellung einer TALENLL.

Mit Hilfe von TALENs kénnen Sequenzen gezielt und effizient geschnitten werden.
Wie bei den ZFNs kann die Reparatur des entstandenen DSBs Uber NHEJ oder
HDR erfolgen. Die Verwendbarkeit der TALENs ist mannigfaltig. Die Effektivitat
wurde bereits in Labormausen, Ratten, Rindern und Schweinen ausgetestet(®2 3,
Die hauptsachlichen Unterschiede zwischen TALENs und ZFNs sind die
Herstellung, der Abstand sowie die Anzahl an Wiederholungen. Zudem ist der
Abstand, wo der Schnitt stattfindet, bei den TALENs variabel. Weiterhin ist die
Herstellung von TALENSs einfacher als die der ZFNs. Dementsprechend ist die
Generierung von TALENSs der der ZFNs Uberlegen, da sie einfacher, gunstiger und
schneller vonstattengeht. Dennoch ist auch bei der Verwendung von TALENS eine

Off-Target-Analyse unabdingbar.

3.5.3 CRISPR/Cas (Clustered regularly interspaced short palindromic
repeats/CRISPR associated protein)

Das CRISPR/Cas-System ist im Vergleich zu den ZFNs und TALENs eine
einfache und effiziente Alternative. In Bakterien und Archaeen ist dieses System
ein RNA-gesteuerter Mechanismus, der eine Immunitdt gegen fremde DNA
herbeifiihrt, indem diese geschnitten wird’® 94, Im Bakterium Streptococcus
pyogenes besteht das CRISPR-System aus der Nuklease Cas9, der tracrRNA und
der crRNA. Die crRNA hybridisiert mit der tracrRNA, um so die Cas9 zur
Zielsequenz zu fuhren, sodass dort ein spezifischer Schnitt herbeigefiihrt werden
kannl[®: %61 Zur weiteren Vereinfachung des CRISPR-Systems wurde eine single-
guided RNA (sgRNA) entwickelt, die die Eigenschaften der tracrRNA und crRNA
in sich vereint (Abb. 10).
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S. pyogenes
terminator

base-pairing dCas9
region handle

Abb. 10: Schematische Struktur der sgRNA von Streptococcus pyogenes. Die sgRNA teilt sich auf
in die 20 bp grof3e bindende Region (blau) und dem Scaffold, bestehend aus dem Cas9-bindenden

Abschnitt (violett) und dem Streptococcus pyogenes Terminator (grtin)i®7l.

Dadurch ist es moglich die Cas9 zu binden, als auch die DNA Zielsequenz zu
erkennen. Damit kann prinzipiell jede genomische Sequenz als Zielsequenz
verwendet werden. Direkt anschlieRend an die Zielsequenz muss sich allerdings
ein sogenanntes Protospacer benachbartes Motiv (PAM) befinden. Die PAM ist
eine essentielle Komponente zum Erkennen der Zielsequenz. Bei Cas9 besteht
die PAM aus den Nukleotiden NGG, wobei N jede beliebige Base sein kann. Drei
Basen entfernt von der PAM erfolgt ein Schnitt in der DNA, wodurch ein DSB
entsteht. Dieser wird Uber die Reparaturmechanismen des NHEJ oder der HDR
repariert. Dadurch ist auch bei diesem System eine Off-Target-Analyse notwendig.
Werden mehrere sgRNA verwendet, kdnnen zeitgleich mehrere Zielloci anvisiert
werden. Die sgRNA konnen nach Klonierung in kommerziell erwerblichen
CRISPR/Cas9-Vektoren verwendet werden (Abb. 11).

CTACAGGCCTGGTGGTACA
8% PAM

TGGCGGTGGCTCAG Cas9 AGGCACAAA
ACCGCCACCGAGTC TCCGTGTTT

A

GATGTCCGGACCACCATGT

5. CTACAGGCCTGGTGGTACA
guide RNA &
<3’

Abb. 11: Schematische Darstellung der CRISPR/Cas9l™,
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Einleitung

Im Vergleich zu ZFNs und TALENSs ist das CRISPR/Cas-System einfach und
gunstig herzustellen. Zur Vermeidung mdoglicher Off-Targets, kann anstatt einer
Cas9-Nuklease eine Cas9-Nickase verwendet werden[®®l,

3.5.3.1 Zielsetzung

In dieser Arbeit sollen mit Hilfe des CRISPR/Cas9-Systems Mutationen im
FANCA-Gen in porzinen Zellen und parthenogenetische Embryonen eingefthrt
werden. Dadurch sollen erste Erkenntnisse dariber gewonnen werden, ob es
maoglich ist, die Fanconi Anamie im Schwein zu induzieren, sodass dies als
Grundlage fur die Erstellung eines Schweinemodells fir die Erkrankung genutzt
werden kann. Hierfir werden verschiedene Exone im porzinen FANCA-Gen
gezielt  modifiziert. Die  CRISPR/Cas9-Komponenten  werden  mittels
Elektroporation oder Mikroinjektion in Zellen oder Embryonen eingefuhrt. Die
transfizierten Zellen oder Embryonen werden schlieBlich auf spezifische
Mutationen im FANCA-Gen und auf die Haufigkeit unerwarteter Off-Target-
Ereignisse analysiert.
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4 Material und Methoden
4.1 Material

4.1.1 Molekularbiologische Medien und Puffer
Tab. 3: Verwendete Puffer fur die PCR.

Komponente  TBE-Puffer

Tris-HCI 89 mM
Borsaure 89 mM
EDTA 2.5 mM

Tab. 4: Verwendete Puffer flr die Antikorperinkubation.

Komponente  WB-TBS-Puffer

Tris-HCI 50 mM
NacCl 0.15 mM
Tween 20 0.1%

Tab. 5: Verwendete Puffer fur die Fraktionierung von Proteinen.

Komponente  Zytoplasmatischer Nuklearer
Extraktionspuffer, pH 7.9  Extraktionspuffer, pH 7.9

Tris-HCI - -
EDTA 1 mM 0.2 mM
NaCl - 46 M
HEPES 10 mM 5 mM
MgCl2 1.5 mM 1.5 mM
KCI 10 mM -

DTT 0.5 mM 0.5 mM
Igepal 0.05 % -
Glycerin - 26 %
Volumen 100 ml 100 ml
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Elutionspuffer fir die DNA-Extraktion

10 mM Tris-HCI, pH8.5

4.1.2 Medien und Puffer in der Zellkultur

Tab. 6: Zusammensetzung der DMEM-Stocklésung fur die Herstellung der Zellkulturmedien.

Komponente DMEM-
Stock

DMEM 500 ml

L-Glutamin 2mM

B-Mercaptoethanol 0.1 mM

Tab. 7: Verwendete Medien fur die Zellkultur.

Komponente D10 T3 D10 mit Pen/Strep-
Medium Medium Puromycin freies T3
DMEM-Stock 87 ml 67 ml 86.35 ml 68 ml

FCS 10 ml 30 ml 10 ml 30 ml
100x Pen/Strep 1 ml 1ml 1 mi -
100x Natriumpy- 1 ml 1ml 1ml 1 mi
ruvat

Nicht-essentielle 1 ml 1ml 1ml 1ml

Aminosauren

Puromycin - - 1.3 pg/ml -

Tab. 8: Verwendeter Lysispuffer fir die Lyse von STE-Zellen.

Komponente Zell-

Lysispuffer

10% SDS 20 ul
Proteinase K 50 ul
1M Tris-HCI, pH 8.4 200 pl
H20 9.73 ml
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Tab. 9: Verwendetes ES-Zellmedium fir die Kultivierung von iPS-Zellen(®9,

Komponente ES-Zellmedium
DMEM-Stock +
20% Knockout-Replacement

L-Glutamin 1 mM
Nicht-essentielle Aminosauren 0.1 mM
B-Mercaptoethanol 0.1 mM
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml
B-FGF 4 ng/ml

4.1.3 Medien und Puffer im Umgang mit parthenogenetischen porzinen
Embryonen

4.1.3.1 Oozytengewinnung

Tab. 10: Verwendeter Puffer bei der Oozytengewinnung.

Komponente Oozyten-

Waschpuffer
NaCl 1M
KCI 0.1 M
KH2POa4 3.5mM
MgSO4 4 mM
NaHCOs3 0.25M
HEPES 1.25M
Na-Pyruvat 2mM
Ca-Lactat 40 mM
Gentamycin 10 mg
BSA 1g
Volumen 11
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Ovarien-Waschpuffer
NaCl 0.9 %
Pen/Strep  0.06 g/0.131 g pro Liter

4.1.3.2 Reifungsmedium
Tab. 11: Zusammensetzung der DMEM/F12-Stockldsung.

Komponente DMEM/F12-
Stock
DMEM/F12 50 ml
Penicillin G 3 mg
Streptomycin 2.5 mg

DMEM1

DMEM/F12-Stock 9 ml
Glutamin 2.5 mM
FCS 10 %

Tab. 12: Verwendetes DMEM-Medium fur die Reifung der Oozyten.

Komponente  DMEM2

DMEM1 1.9ml

EGF 50 ng/ml (in PBS + 0.1 % BSA l6sen)
PMSG/HCG Je 10 LLE./ml

IGF1 100 ng/ml (in PBS + 0.1 % BSA l6sen)
B-FGF 5 ng/ml (in PBS + 0.1 % BSA l6sen)
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4.1.3.3 Kumulusentfernung

Tab. 13: Zusammensetzung der TL-Hepes-Stockldsung.

Komponente TL-Hepes + Ca?* -

Stockl6sung

NacCl 114 mM
KCI 3.2 mM
CaCl2x 2H0" 2 mM
NaH2PO4 0.4 mM
x H20

MgCl2 x 6 H2O 0.5 mM
NaHCOs3’ 2 mM
HEPES 10 mM
Na-Lactat 10 mM
(60%)

Penicillin G 100 U/i
Streptomycin 50 mg/I

Volumen 11

Tab. 14: Verwendete Puffer fir die Kumulusentfernung.

Komponente TL-Hepes TL-Hepes
321+ Ca?* 296+ Ca?

Na-Pyruvat 0.25 mM 0.25 mM
Sucrose 57 mM 32 mM
BSA Frakt. V 0.4% 0.4 %

TL-Hepes + Ca?*- Auf 100 ml Auf 100 ml

Stocklésung auffullen auffullen

Waschpuffer fur die Kumulusentfernung

TL-Hepes 321 + Ca?* 2 ml

Hyaluronidase 0.1%
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4.1.3.4 Mikroinjektion

Tab. 15: Verwendeter Puffer fur die Mikroinjektion.

Komponente Injektionspuffer
Tris 10 mM

EDTA 0.125 mM
Volumen 50 ml

Lagerungspuffer
2.3 ml TL-Hepes 296 + 2 mM Ca?*
Tetramethylrhodamin-Dextran

Dextran ist ein hydrophiles Polysaccharid, welches biologisch inert ist aufgrund
einer ungewohnlichen Poly-(a-D-1,6-glucose)-Bindung. Tetramethylrhodamin
(TMR) ist ein fluoreszierender Farbstoff mit einem Anregungswellenmaximum von
555 nm und einem Emissionswellenmaximum von 580 nm. Das TMR und das
Dextran werden Uber eine Succinimidyl-Kopplung aneinander gebunden. Dabei
entsteht ein Succinimidylester. Das TMR-Dextran ist bei ThermoFisher
erhaltlich0,

4.1.3.5 Aktivierung und Kultivierung
Waschpuffer 296

7 ml TL-Hepes 296 + 2 mM Ca?*

Aktivierungsmedium

6-DMAP 2 mM
PZM 1.5ml
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Tab. 16: Verwendeter Puffer fir die Aktivierung.

Komponente Aktivierungspuffer
Sor2

Sorbitol 0.25M

Ca-Acetat 0.1 mM

Mg-Acetat 0.5 mM

BSA Frakt. V 0.1 %

Volumen 11

Tab. 17: Verwendeter Puffer fur die Kultivierung.

Komponente Kulturmedium
PZM
NaCl 108 mM
KCL 10 mM
KH2PO4 0.35 mM
MgSO4 0.4 mM
NaHCOs’ 25 mM
Na-Pyruvat 0.2 mM
Ca-Lactat 2mM
L-Glutamin 1 mM
Hypotaurin 5mM
BME 2 ml/100ml
MEM 1 ml/200ml
Gentamicinsulfat  0.05 mg/ml
BSA 3 mg/ml
Volumen 11

“getrennt l6sen

4.1.3.6 Hoechst-Féarbung
5 pug/ml Hoechst 33342
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4.1.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Tab. 18: Verwendete Substanzen fir die Erstellung eines Trenngels.

Komponente SDS- PAGE

Acrylamid/ 30%/0.8%

Bisacrylamid

Tris-HCI, pH 6.8 15M

10% SDS 100 pl

10% APS 50 pl

TEMED 5/10 pl

H20 Auf 10 ml
auffullen

Tab. 19: Verwendete Substanzen fur die Erstellung eines Sammelgels.

Komponente SDS- PAGE

Acrylamid/ 30%/0.8%

Bisacrylamid

Tris-HCI, pH 8.8 0.5M

10% SDS 100 pl

10% APS 50 pl

TEMED 5/10 pl

H20 Auf 10 ml
auffullen
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Tab. 20: Verwendeter Auftragspuffer fiir die SDS-Gelelektrophorese.

Komponente SDS-
Ladepuffer

0.5M Tris-HCI, pH 6.8  1.25 ml

10% SDS 2ml

H20 3.55 ml

Glycerin 2.5 mil

0.5% Bromphenolblau 0.2 ml
B-Mercaptoethanol 50 ul

10x Laufpuffer, pH 8.3

Natriumlaurylsulfat 10 g
Tris 30.3¢g
Glycin 144 g

Tab. 21: Verwendete Puffer fur den Semi-Dry Blot.

Komponente Kathodenpuffer, Anodenpuffer A, Anodenpuffer B,

pH 10.4 pH 10.4 pH9.4
Tris 25 mM 300 mM 25 mM
Methanol 20 % 20 % 20 %
6-Amino- 40 mM - -
Hexansaure
Volumen 11 11 11
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4.1.5 DNA-Gr6Renstandard
100 bp DNA Ladder, #N3231, New England Biolabs

Base Pairs  Mass (ng)
= 1,517 45
- 1,200 35
= 1,000 95
— 800 i
-~ BOO 24
= 700 21
— GO0 18
- 500517 a7
= 400 38
— 300 29
- 200 25
=100 48

Abb. 12: Verwendeter 100 bp DNA-GroRR3enstandard.

4.1.6 Protein-GroRRenstandards
ColorPlus Prestained Protein Ladder, Broad Range, #P7711S, New England

Biolabs

kDa
245 — |
190 —
135 —

100 —
80 — [

58 —

46 —

32 —

25 —|%

22 —

17 -

Abb. 13: Verwendeter vorgefarbter Protein-Gro3enstandard.
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WB-MASTER Protein Standard, M00521, GenScript

KDa
|—120

RIRN
|

i
L

Abb. 14: Verwendeter Western Blot Protein-GroRenstandard.

4.1.7 Plasmide

4.1.7.1 pT2Venus

Das Plasmid pT2Venus ist ein Reporter-Plasmid. Das fluoreszierende Protein
Venus ist auf dem Plasmid kodiert. Der Reporter wird durch den CAGGS-
Promoter angetrieben. Weiterhin finden sich zwei sich wiederholende Bereiche im
Plasmid (Inverted Terminal Repeats, ITR), welche den CAGGS-Promoter und den
Venus Bereich flankieren. Das Plasmid wird als Reporter verwendet, um mittels
Fluoreszenz die Transfektionsrate und —effizienz zu analysieren. Die Fluoreszenz
wird transient exprimiert. Wird das Plasmid zusammen mit pCMV/SB100
verwendet, wird der Reporter integriert. Dieses Plasmid wurde flr die Vorversuche

zur Mikroinjektion in parthenogenetische porzine Embryonen verwendet.

4.1.7.2 pCMV/SB100

Das Plasmid pCMV/SB100 kodiert die Sleeping Beauty (SB) Transposase, welche
fur die Integration des Bereiches zwischen den beiden ITRs des pT2Venus-
Plasmid bendétigt wird. Die Transposase erkennt TA-Dinukleotide im Genom und
fugt dort ein Transposon (hier: Venus-Reporter) ein. Das Plasmid findet
Anwendung in den Optimierungsversuchen der Mikroinjektion. Dort wird mit Hilfe
des pCMV/SB100 der Venus-Reporter von pT2Venus in das Genom von
parthenogenetischen porzinen Embryonen eingefiigt, um mittels Fluoreszenz die

Transfektionsrate und -effizienz zu analysieren.
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4.1.7.3 pJoker

In den Klonierungsvektor pJoker kann die sgRNA, die fur die Anvisierung der
Zielsequenz und die Fuhrung der Cas9 notwendig ist, ligiert werden. Das Plasmid
kann zusammen mit einem Vektor, der die Cas9 kodiert, fir
Transfektionsversuche verwendet werden. Das Plasmid pJoker wird fir die
FANCA-INDEL-Bildung verwendet. Das Plasmid pJoker wurde zusammen mit
pl19 C-Check sowie pX330 verwendet. Es wurde sowohl fur die Mikroinjektion
von porzinen parthenogenetischen Embryonen als auch fir die Transfektion von

STE-Zellen verwendet.

4.1.7.4 pX330

Auf dem Plasmid pX330 wird die Nuklease Cas9 kodiert. Diese ist notwendig fur
das CRISPR/Cas9-System (siehe 3.5.3). Weiterhin besteht die Moglichkeit die
Sequenz fur die sgRNA in das Plasmid zu klonieren und somit eine gleichzeitige
Expression der sgRNA und der Cas9 zu gewahrleisten. Das Plasmid pX330 wird
fur die FANCA-INDEL-Bildung verwendet. Das Plasmid pX330 wurde zusammen
mit p119 C-Check sowie pJoker transfiziert. Es wurde sowohl fur die Mikroinjektion
von porzinen parthenogenetischen Embryonen als auch fir die Transfektion von

STE-Zellen verwendet.

4.1.7.5 p119 C-Check

Das pl119 C-Check-Plasmid kann als Abbild-Vektor fur die genomische
Zielsequenz dienen. Es kodiert zwei unterschiedliche fluoreszierende Proteine. Ein
Reporter ist asRed, welcher dauerhaft exprimiert wird. Der andere Reporter ist
eGFP. Dieser ist aufgeteilt in zwei Abschnitte. Beide sind 600 bp grof3 (1-600 bp,
100-700 bp), welche inaktiv sind. Weiterhin ist auf dem Plasmid die Zielsequenz
kodiert, welche von der sgRNA erkannt wird. Dadurch wird ein Doppelstrangbruch
(DSB) in dem Plasmid herbeigefuhrt. Danach erfolgt die Reparatur des DSBs.
Diese erfolgt durch homologe Rekombination, da die eGFP-Abschnitte einen
Uberlapp von 500 bp enthalten. Die Reporterfluoreszenz wird dadurch aktiviert. Es
ist, je nach erstelltem Plasmid, eine andere Sequenz eingefligt. Die Sequenzen
entsprechen den Zielsequenzen, die von den sgRNAs der drei Exone (Exon7,
Exon9, Exonl0) anvisiert werden. Die Sequenzen fir die entsprechenden

Zielsequenzen lauten wie folgt.
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Exon7:  5'-gtcgCACCGACGTCGCCAGAGCTGTGCTGAC - 3
Exon9:  5'-gtcgTCCCCACAGATCGCGGCTGATGTCCTG - 3
Exonl0: 5'-gtcgGAGGCGTCAGCGGCGTACAAGGCGGTG - 3'

Hervorgehoben ist die Sequenz, die fur die Ligation ins Plasmid notwendig ist. Die

PAM ist in den Sequenzen unterstrichen.

Diese wurden sowohl fur die Mikroinjektion von parthenogenetischen porzinen
Embryonen als auch fir die Transfektion von STE-Zellen verwendet.

4.1.7.6 pX458

Das Plasmid pX458 kodiert die Cas9-cDNA. Weiterhin kodiert es die Sequenz fur
die sgRNA fir die knock-out Ziele. Auf dem Plasmid ist das fluoreszierende
Protein eGFP kodiert. Dadurch ist eine Transfektion mittels Reporter
nachzuvollziehen. Es ist, je nach Ziel-Exon, eine andere Sequenz fur eine sgRNA

eingeflgt. Die Sequenzen lauten wie folgt.
Exon7:  5'-caccgACGTCGCCAGAGCTGTGCTG - 3
Exon9: 5'-caccgACAGATCGCGGCTGATGTCC - 3
Exonl0: 5'-caccgGGCGTCAGCGGCGTACAAGG - 3

Das Plasmid pX458 wurde sowohl bei der Mikroinjektion in parthenogenetische

porzine Embryonen als auch bei der Transfektion von STE-Zellen verwendet.

4.1.7.7 pX459

Das Plasmid pX459 kodiert die Cas9 fur CRISPR/Cas9. Weiterhin kodiert es die
Sequenz fur die sgRNA. Auf dem Plasmid ist eine Puromycin-Resistenz kodiert,
um eine Selektion positiver Zellen zu ermdglichen. Es ist je nach Ziel-Exon eine

andere Sequenz fir eine sgRNA eingefligt. Die Sequenzen lauten wie folgt.
Exon7:  5'-caccgACGTCGCCAGAGCTGTGCTG - 3
Exon9: 5'-caccgACAGATCGCGGCTGATGTCC - 3
Exonl0: 5'-caccgGGCGTCAGCGGCGTACAAGG - 3'

Das Plasmid pX459 wurde bei der Transfektion von STE- und primaren Zellen

verwendet.
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4.1.8 Antikorper
FANCA Antikorper — N-terminale Region (ARP41678 P050), 0.5 mg/ml, Aviva
Systems Biology

Polyclonaler FANCAL1 Antikdrper (A0401) aus Kaninchen, der gegen den N-
terminalen Rest des humanen FANCA-Proteins gerichtet ist. Bereitgestellt von der

Fanconi Assoziation.

Polyclonaler anti-FANCD2 Antikérper (D0408), der gegen das C-terminale Ende
des humanen FANCD2-Proteins (FA-assoziativ) gerichtet ist. Bereitgestellt von

der Fanconi Assoziation.

4.1.9 Bakterien
DH5a, Escherichia coli, NEB; Genotyp: fhuA2A(argF-LacZ)U169 phoA glnVv44
#80A(lacZ)m15 gyrA96 recAl relAl endAl thi-1 hsdR17

4.1.10 Genutzte Laborgerate

Tab. 22: Verwendete Laborgeréte.

Gerat Gerat im Labor

Cryostat CM 3050 S, Leica

Durchflusszytometer MACSQuant® Analyzer 10, Miltenyi
Biotec

Elektrophoresegerat EPS 600, Pharmacia Biotech

PowerPac Basic, Biorad
MiniProtein I, Biorad
Elektroporationssystem Gene Pulser Xcell™, Biorad
Neon™ Transfektionssystem, Thermo
Fisher
Emissionsfilter #100, spring yellow, Lee Filter
Bandpass Ex 450-490 nm, Em 520-550
nm
Bandpass 505-530
Geldokumentationsgerat Vilber Lourmat, Vilber
Inkubator HERA cell 150i CO:2 incubator, Thermo
Scientific
HERA cell 150 COz2 incubator, Thermo
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Kamera

Kommerzielle Kits und Enzyme

LED Flutlicht

Lichtquelle

Lichtquelle fur Fluoreszenz
Laser

Mikroinjektor

Mikropipettenzieher

Mikroskop

Mikroschmiede

Scientific

FunctionLine, Heraeus

Digital sight DS-U3, Nikon

Powershot, Canon

12 CCD

GenelJet Plasmid Miniprep, Thermo
Scientific

ECL™ Prime Westerns Blotting
Detection Reagent, GE Healthcare
GoTag G2 HotStart, Promega

Platinum Tag DNA Polymerase,
Invitrogen

Neon™ 100ul Kit, Invitrogen
PureYield™ Plasmid Maxiprep System,
Promega

FL5 (blue), Eurolight

KL 1500, LCD

X-Cite 120 Q, Excelitas Technologies
Argon (488 nm, 21 %)

Helium-Neon (633 nm, 89 %)

FemtoJet, Eppendorf

TransferMan, Eppendorf
Flaming/Brown, Model P-87, Sutter
Instruments

Heat: 945, Pull: 115, Vel.: 90, Time: 115
DMIL LED, Leica

SMZ-2B, Nikon

Axiovert 35M, Zeiss

LSM 510, Zeiss

MF-100 Narishige, Bachofer
Laboratoriumsgerate

Haltenadel: 4-5 Teilstriche,
Transportnadel: 8 Teilstriche
(1 Teilstrich = 0.025 mm)
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Nadeln fur die Mikroinjektion

Objektive

Photometer

Semi-Dry-Elektroblotter

Stereozoommikroskop
Thermocycler

Thermomixer

Vortex
Waage

Zentrifugen

Okular: WF10X-S, Bachofer
Laboratoriumsgerate

Injektionsnadel

Kapillaren 1.0 OD x 0.78 ID x 100 L
mm, HARVARD Apparatus, 30-0038
Transport-, Halte- und
Blastozystennadel
Schmelzpunktbestimmungsrohrchen, 90
x 1.5 mM @, Assistent

HI PLAN 10x/0.25 Ph1, Leica

HI PLAN 20x/0.30 Ph1, Leica
Plan-Apochromat 20x/0.75
Plan-Neofluar 10x/0.3 objective

SDF PLFL 0.3x

ND-1000, NanoDrop

PerfectBlue™, PEQLAB Biotechnologie
GmbH

SZX16, Olympus

PTC-200, MJ Research

Thermomixer comfort, Eppendorf

KS 4000i control, IKA

VF2, Junke & Klunkel IKA-Labortechnik
BP 3100S, Sartorius

5417R, Eppendorf

Multifuge X1R, Thermo Scientific 1-14,
Sigma

Biofuge pico, Heraeus Instruments

Megafuge 1.0R, Heraeus Sepatech
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4.2 Methoden
4.2.1 Molekularbiologische Methoden

4.2.1.1 Gelelektrophorese

Bei der Gelelektrophorese erfolgt eine Auftrennung von DNA-Molekilen nach
GroRRe. Das Agarosegel wirkt wie ein Sieb. Kleine Molekile wandern schneller
durch das Gel als grof3e. Negativ geladene Molekiile wandern in Richtung Anode,
positiv geladene in Richtung Kathode. Um die zu untersuchenden Molekiile spater
visualisieren zu konnen, wird das Agarosegel mit Ethidiumbromid (0.2 pg/ml)
versetzt. Durch das Ethidiumbromid werden DNA-Molekule mittels Anregung mit
ultraviolettem Licht als eine fluoreszierende Bande erkennbar. Das Gel wird bei
einer festgelegten Belichtungszeit belichtet. Fur die Visualisierung wird eine

Fotokamera mit integrierter UV-Lampe (Vilber Lourmat) von Vilber verwendet.

4.2.1.2 DNA-Extraktion aus Blastozysten

Nach der Kultivierung der parthenogenetischen Embryonen zu Blastozysten
wurden drei bis funf Blastozysten an Tag 6 der Entwicklung in einem Zentrifugen-
Gefall zusammengefiigt. Zu diesen wurde anschlieend 15 pl Proteinase K
(10 mg/ml) hinzugefugt. Die Blastozysten wurden bei 55 °C eine Stunde lysiert.
Danach wurde die Proteinase K bei 95 °C fur zehn Minuten hitzeinaktiviert. Die
Blastozysten wurden Uber Nacht im Gefriertrockner getrocknet. Zuletzt wurden die
Blastozysten in Elutions-Puffer gelést. Dabei entsprach die Elutionsmenge der
Anzahl an Blastozysten je Zentrifugen-Gefal3 (drei Blastozysten entsprechen 3 ul

Elutions-Puffer).

4.2.1.3 Polymerasekettenreaktion (PCR) mit Blastozysten-Pools

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient der spezifischen Amplifikation einer
Gensequenz. Dabei wird mittels spezifischer Primer ein Amplikon generiert.
Mdgliche Mutationen kdnnen durch eine Sequenzierung des Amplikons festgestellt

werden.

Fur die Untersuchung genomischer DNA, welche das Fanconi-Anamie A Gen

enthalt, wurden die PCR-Reaktionen nach folgendem Ansatz pipettiert.
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Tab. 23: Verwendete Substanzen und Zusammensetzung fir die PCR von Blastozysten-Pools.

Komponente Konzentration Volumen
DNA 10 ng/ul 1 pl
Primer 1 10 pmol/ul 1.25 pl
Primer 2 10 pmol/ul 1.25 pl
dNTP’s 25 mM 1l
MgCl2 50 mM 3ul

PCR Puffer 5X 10 pl
Tag Polymerase 5 U/ul 0.2 ul
H20 32.3 ul

Dabei wurde folgendes Temperaturprogramm verwendet.

Tab. 24: Verwendetes Temperaturprogramm fir die PCR von Blastozysten-Pools.

FANCA
1.) 95 °C 2 min
2.) Denaturierung 95 °C 30 sec
3.) Hybridisierung  55-65°C" 30 sec
4.) Elongation 72 °C 1 min
5.) 72 °C 5 min
6.) 8°C dauerhatft
Zyklen 40

“Die Hybridisierungstemperatur war bei der PCR von Exon7 55 °C, von Exon9 60 °C und von

Exonl10 65 °C.

Tab. 25: Verwendete Primer.

Primer Sequenz (5°-3°)

Exon7_fw2 ACCATCTTTGCTGTGGGTGG
Exon7_bw2 CGACACAACGATCGGGTAGG
Exon9_fw2 TTGCCAGTCCAGAATCGGTG
Exon9 bw?2 CTGTCAAGCTGCCAGTGTCT

Exon10_fw2 GAAGCTGAGGAGCCCGTAAA
Exonl10_bw2 ATACGTGTGTCTGCCGAACG
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Nach der PCR werden die zu analysierenden Proben auf ein 0.8%iges TBE-
Agarosegel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgt bei 90 V Uber 35 min. Die
Visualisierung erfolgt mit einer Fotokamera mit integrierter UV-Lampe (Vilber

Lourmat) mit einer Belichtungszeit von 2 s.

Die PCR genomischer DNA aus Zellkulturen erfolgte nach demselben Protokoll.

Es wurden jedoch 32 statt 40 Zyklen verwendet.

4.2.1.4 DNA-Extraktion aus Zellkulturen

Die DNA-Extraktion aus STE- oder iPS-Zellen erfolgte mit einer konfluent
bewachsenen T25-Flasche (25 cm?). Das Medium wurde entfernt und die Zellen
wurden einmal mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurde 1 ml Lysis-Puffer auf die
Zellen gegeben. Die Lyse erfolgte tber Nacht bei 38 °C unter einer Atmosphéare
mit 5 % CO2. Nach der Lyse wurde die im Puffer enthaltene Proteinase K Uber 12

min bei 95 °C hitzeinaktiviert.

4.2.1.5 T7 Endonuklease I-Assay

Der T7 Endonuklease I-Assay (T7-Assay) dient der Identifikation von DNA-
Fehlpaarungen. Hierfir wurden 12 pl eines PCR-Produkts mit 2 pl NEB Puffer 2
und 5 pl H20 gemischt. Die DNA-Fragmente wurden im folgenden Programm de-

und renaturiert.

Tab. 26: Hybridisierungsprogramm beim T7-Assay.

95 °C 10 min

2 °Cls auf 85 °C
0.1°C/s auf25°C
8°C dauerhaft

Nach der Hybridisierung wurde 1 ul T7 Endonuklease (10 U/ul) hinzugegeben. Es
wurde fur 15 min bei 37 °C verdaut. Der Verdau wurde anschlieBend mit 1.5 pl
0.25 M EDTA abgestoppt. Zuletzt erfolgte eine Elektrophorese bei 80 V uber
1 Std. mit einem 1.5 % TBE-Agarosegel.
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4.2.1.6 Sequenzierung
Nach der PCR wurde das PCR-Produkt mittels eines Kits (Invisorb®Fragment
CleanUp, Stratec) aufgereinigt. Amplikons wurden von der Firma LGC Genomics

sequenziert (notwendige Konzentration: 10 - 20 ng/ul).

4.2.1.7 Proteinextraktion und Fraktionierung

Zur Proteinextraktion aus Zellkulturen wurde zu Beginn eine konfluent
bewachsene T25-Flasche (25 cm?) tUber Nacht lysiert und die lysierten Zellen in
ein 1.5 ml Zentrifugen-Gefald Uberfuihrt. Die Zellldsung wurde bei 2100 rpm
(560xg) fur 4 min zentrifugiert. Das enthaltene Zellpellet wurde auf Eis gelagert
und alle weiteren Arbeiten wurden auf Eis durchgefuhrt. Das Zellpellet wurde in
300 pl zytoplasmatischem Extraktionspuffer resuspendiert. Zur Inhibition von
Proteasen wurden zuséatzlich 3 pl PMSF (100 mM) hinzugegeben. Die
resuspendierten Zellen inkubierten 10 min auf Eis. Danach wurde die Suspension
bei 14000 rpm fur 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Eppendorf-Gefald tuberfihrt, das entstandene Pellet wurde in 80 pl des nuklearen
Extraktionspuffers resuspendiert. Zur Inhibition von Proteasen wurden zusétzlich
1 pl PMSF hinzugegeben. Die Suspension inkubierte 10 min auf Eis und wurde
anschlieRend bei 14000 rpm fir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
neues Eppendorf-GefaR Uberfuhrt. Das entstandene Pellet wurde in 30 pl
Ladepuffer resuspendiert. Nach der Proteinextraktion waren drei verschiedene
Extrakte vorhanden: der zytoplasmatische Extrakt, der nukleare Extrakt und der

Extrakt aus den Zellresten.

4.2.1.8 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die  SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese  (SDS-PAGE) wird fur  die
groRenspezifische Auftrennung von Proteinen aus einem Proteinextrakt
verwendet. Das Gel wirkt wie ein Sieb, durch welches kleine Proteine schneller
hindurch wandern. Es wird ein Salzpuffer verwendet (1:10 Verdinnung 10x
Elektrodenpuffer). Das fertige Gel wird anschlieBend mit Coomassie angefarbt.
Dadurch werden die aufgetrennten Proteine angefarbt. Fur die Visualisierung wird
eine Fotokamera (Vilber Lourmat) mit integrierter Weil3lichtlampe von Vilber

verwendet.

38



Material und Methoden

Fir die Detektion von Proteinen mittels Western Blot wurde zuvor eine SDS-PAGE
erstellt. Es wurden unterschiedliche Prozentigkeiten im Trenngel einer SDS-PAGE

verwendet.

Tab. 27: Zusammensetzung des Trenngels der SDS-PAGE bei 7% und 10%.

Prozentigkeit H20 Acrylamid/ 1.5 M Tris-HCI, 10% TEMED 10%
(ml) Bisacrylamid pH 8.8 (ml) SDS (uh APS
(ml) (ml) (')
7% 51 23 2.5 0.1 5 50
10% 41 33 2.5 0.1 5 50

Tab. 28: Zusammensetzung des Sammelgels der SDS-PAGE.

Prozentigkeit H20 Acrylamid/ 0.5 M Tris-HCI, 10% TEMED 10%
(ml)  Bisacrylamid pH 6.8 (ml) SDS (V)] APS

(ml) (ml) (ki)

5% 57 1.7 2.5 0.1 10 50

Fur die Detektion des FANCA-Proteins wurde ein 7%iges Trenngel verwendet. Die
Gele wurden mit den Proteinproben beladen. Die Elektrophorese erfolgte tber
45 min bei 200 V.

4.2.1.9 Western Blot

Zur Detektion von Proteinen mittels spezifischer Antikdrper wurde ein Western
Blot verwendet. Hierfir wurde zuerst ein SDS-PAGE durchgefihrt. Die im SDS-
PAGE enthaltenen Proteine wurden mit einem Semi-Dry-Transfer auf eine
Polyvinylidenfluorid (PVDF)- Membran uUbertragen. Dieser erfolgte bei 200 mA

Uber 35 min.

Bei einem Semi-Dry-Transfer wird das Proteingel auf die PVDF-Membran gelegt
und zwischen mehreren Lagen Whatman-Papier platziert. Zuvor wurden zwei
Whatman-Papiere im Anodenpuffer A, ein Whatman-Papier im Anodenpuffer B
und drei Whatman-Papiere im Kathodenpuffer fur 5 min inkubiert. Der Aufbau
eines Semi-Dry-Transfers ist in Abb. 15 dargestellt.
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Abb. 15: Schematische Darstellung eines Semi-Dry-Transfers.

4.2.1.10 Immundetektion

Die PVDF-Membran wurde mit 1.5%iger Milchpulverldsung (in TBS-Puffer geldst)
Uber Nacht bei 4 °C oder fur 1 Std. bei Raumtemperatur geblockt. Die Membran
wurde mit Waschpuffer gewaschen und anschlieBend mit dem priméaren
Antikdrper (FANCA: 1:250, Tubulin: 1:500) benetzt. Der Antikérper
inkubierte 1 Std. bei Raumtemperatur. Danach wurde die Membran dreimal mit
TBS-Puffer gewaschen und mit dem passenden sekundaren Antikérper (1:10000)
benetzt. Der sekundéare Antikorper inkubierte 1 Std. bei Raumtemperatur. Die
Membran wurde dreimal mit Waschpuffer gewaschen und die Proteinsignale

wurden mittels ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent Kit visualisiert.

Die Visualisierung mittels ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent Kit
bedient sich der Chemilumineszenz. Der sekundare Antikdrper ist mit
Meerrettichperoxidase (HRP) markiert. Das Kit enthélt eine Luminollésung und
eine Peroxidldsung, welche im Verhaltnis 1:1 gemischt werden. Unter Einfluss der
HRP reagiert das Luminol mit dem Peroxid, was schliel3lich zur Freisetzung von
N2, Aminophthalat und Licht fuhrt. Die Chemilumineszenz wurde mit einer
gekihlten CCD-Kamera (Vilber Lourmat) visualisiert. Um die optimale
Belichtungszeit des Blots zu ermitteln, erfolgte eine vorlaufige Bildaufnahme, an
der die Belichtungszeit abgeschatzt werden konnte. Die optimale Belichtungszeit

betrug im Durchschnitt 5 min.
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4.3 Mikroinjektion

Die Mikroinjektion ist eine mechanische Methode um Eizellen mit Plasmiden zu
transfizieren. Fur die Transfektion wird eine Injektionsnadel verwendet, die zuvor
mit der Transfektionslosung befillt wird. Die Eizellen werden mit einer
Transportnadel in die Kulturschale, aber auch auf das Mikroskop pipettiert. Auf
dem Mikroskop sorgt eine Haltenadel dafir, dass die Eizellen eine fixe Position
innehaben. Die Halte- und die Transportnadel wurden mit einer Mikroschmiede
(MF-100 Narishige, Bachofer Laboratoriumsgerate) hergestellt. Die Haltenadel
hatte eine GroRe von 4-5 Teilstrichen und die Transportnadel eine Gr63e von 8
Teilstrichen (1 Teilstrich = 0.0025 mm). Die Injektionsnadel wurde mit einem
Mikropipettenzieher (Flaming/Brown, Model P-87, Sutter Instruments) hergestellt.
Die optimalen Parameter fir die Injektionsnadel zur Mikroinjektion von porzinen
Eizellen lauteten wie folgt: Heat: 945, Pull: 115, Velocity: 90, Time: 115.

Fur die Mikroinjektion wurde ein Mikroinjektor, bestehend aus einem Zeiss-
Mikroskop (Axiovert 35M), einem FemtoJet (Eppendorf) und einem TransferMan
(Eppendorf), verwendet. Diese sind in Abb. 16 und Abb. 17 dargestellt.

f

TJransferMan

Abb. 16: Mikroskop fir die Mikroinjektion in parthenogenetische porzine Embryonen.
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Abb. 17: FemtoJet fur die Mikroinjektion in parthenogenetische porzine Embryonen.

Die Injektions- und Haltenadel wurden anschlieRend so in den Mikroinjektor

eingespannt, dass sie dicht beieinander lagen (Abb. 18).

~—

Abb. 18: Aufbau und Ausrichtung der Halte- und Injektionsnadel fir die Mikroinjektion.

Danach erfolgte die Feinjustierung der Nadeln unter 32-facher Vergro3erung. Die
zu injizierenden Eizellen wurden zwischen Halte- und Injektionsnadel positioniert.
Hierbei fixierte die Haltenadel die Position der Eizellen, wahrend die

Injektionsnadel in das Zytoplasma der Eizellen eingebracht wurde (Abb. 19).
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Abb. 19: Mikroinjektion in das Zytoplasma einer parthenogenetischen porzinen Oozyte. Die
Haltenadel fixiert die Position der Eizellen, wéahrend die Injektionsnadel die Zona pellucida und die
Zellmembran durchdringt, um die zu transfizierende Losung in das Zytoplasma der Eizelle zu

injizierentt01l,

Der verwendete Injektionsdruck variierte je nach OffnungsgroBe der
Injektionsnadel. Er reichte von 250 hPa bis 1000 hPa. Es wurden ungefahr 10 pl
Plasmidldsung injiziert. Die Mikroinjektion erfolgte auf einer Heizplatte mit 30 °C in
750 pl TL-Hepes 296 Ca?*.
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4.3.1.1 Kultivierung von parthenogenetischen porzinen Embryonen

4.3.1.1.1 Ovarienpunktion

Die Ovarien fur die Gewinnung von Oozyten sind Material aus dem Schlachthaus.
Bevor die Follikel, welche die Eizellen enthielten, punktiert und somit die Eizellen
gesammelt wurden, wurden die Ovarien in einer Lésung aus 0.9 % NaCl +
Pen/Strep gewaschen. Die Follikel wurden mit einer 18G Kanule punktiert. Eine
Follikelpunktion ist in Abb. 20 dargestellt.

Abb. 20: Punktion eines Follikels mit Hilfe einer 18G Kaniile.

Die gesammelten Oozyten wurden nach der Punktion mit PXM + 1 % NBCS
gewaschen. Fir die Reifung geeignete Oozyten werden schlie3lich in steril
filtriertem PXM + 1 % NBCS gesammelt.

4.3.1.1.2 Reifung

Die Reifung der gesuchten Oozyten erfolgte im Reifungsmedium (2.DMEM). Das
Medium wurde zuvor flr wenigstens eine Stunde equilibriert, damit es auf 38,5 °C
vorgewarmt und die Atmosphare von 5% COz annimmt. Die gesammelten
Oozyten wurden anschlieBend in einer Kulturschale (d =35 mm) Uber 40-42 Std.
bei 38,5 °C unter einer Atmosphare mit 5 % CO:2 kultiviert.

4.3.1.1.3 Aktivierung

Die Aktivierung der Oozyten erfolgte im ersten Schritt mittels elektrischen

Impulses. Hierfir wurden die Oozyten von TL-Hepes 296 Ca?* in eine 1:1-

Mischung von TL-Hepes 296 Ca?* und Sor2 Ca?* und schlieBlich in Sor2 Ca?*
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Uberfuhrt. Bei jedem Schritt inkubierten die Oozyten 1 min in dem Puffer. Nach der
Inkubation in Sor2 Ca?* wurden die Oozyten (max. 40 Oozyten) in eine Kammer
pipettiert, die zwei Elektroden mit einem Zwischenraum von 0.2 mm hat. In diesen
Zwischenraum werden die Oozyten positioniert. Anschlielend erfolgte die
elektrische Aktivierung bei 24 V Uber 45 ps. Die elektrisch aktivierten Oozyten
wurden, in umgekehrter Reihenfolge, in den verschiedenen Puffern inkubiert,
sodass diese nach der elektrischen Aktivierung erneut in TL-Hepes 296 Ca?*
vorlagen. Nach der elektrischen Aktivierung erfolgte eine chemische Aktivierung.
Hierfir wurden die Oozyten in 2 mM 6-DMAP Uber 3 Std bei 38 °C und einer
Atmosphare mit 5 % COz2 inkubiert. Anschliel3end folgte die Kultivierung.

4.3.1.1.4 Kultivierung

Die Kultivierung aktivierter Oozyten erfolgte in PZM. Hierfur wurden 3x 100 pl
Tropfen in eine Kulturschale (d=35 mm) gegeben und mit Paraffindl
Uberschichtet. Je Tropfen wurden max. 30 Oozyten kultiviert. Fur jede Versuchs-
und Kontrollgruppe gab es jeweils eine Schale mit jeweils 3x 100 pl PZM. Die
Kultivierung erfolgte fur 6 Tage bei 39 °C und einer Atmosphare von 5 % O2 und
CO:a.

4.3.1.1.5 Fluoreszenz-Mikroskopie

Eine visuelle Beurteilung der Entwicklungsstadien erfolgte an Tag 1, Tag 3, Tag 5
und Tag 6. Eine fotografische Aufzeichnung erfolgte von den 8-Zell-Stadien
(Tag 3) und Blastozysten (Tag 5 & 6). Weiterhin erfolgte an Tag 6 eine Hoechst-
Farbung von 10 % der dokumentierten Blastozysten. Bei den WeiRlichtbildern
wurden die Aufnahme mit ,Auto Exposure” gemacht. Die Fluoreszenzaufnahmen
wurden unter Anregung einer Halogen-Metalldampflampe bei einer Belichtungszeit
von 2 s und einer 4-fachen Signalverstarkung gemacht. Dabei wurden sowohl
Fluoreszenzaufnahmen bei einer Anregung von 460-490nm als auch
Fluoreszenzaufnahmen mit einer Anregung von 520 - 560 nm aufgenommen. Fur
die Bildaufnahmen wurde das Programm NIS-Elements BR 4.30.01 64 bit von
Nikon verwendet. Es wurde das Mikroskop DMIL LED von Leica benutzt.

Die Hoechst-Aufnahmen wurden bei einer Belichtungszeit von 400 ms bei einer 1-
fachen Signalverstarkung angefertigt. Alle Aufnahmen wurden unter der

Einstellung ,Phase” getatigt. Das verwendete Programm war NIS-Elements BR
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von Nikon. Alle Ubrigen Blastozysten der experimentellen Gruppen wurden als

Pools von 3-5 Blastozysten zur DNA-Analyse verwendet.
4.3.2 Methoden mit eukaryotischen Zellen

4.3.2.1 Zellkultivierung

Die Kultivierung von STE-Zellen begann mit dem Aussahen von kryokonservierten
Zellen, die bei -196 °C gelagert wurden. Diese wurden mit 5 ml D10-Medium in
einer T25-Flasche kultiviert bis diese nach 48 h konfluent bewachsen war. Die
Zellen wurden anschlieBend mit 0.02%igem EDTA/Trypsin von der T25-Flasche
abgeldst und auf vier neue T25-Flaschen aufgeteilt. Bei der Aufteilung erfolgte
eine 1:10-Verdunnung. Nach anschlieBendem subkonfluenten Bewuchs wurden

die Zellen fur die Elektroporation verwendet.

Nach der Elektroporation wurden die transfizierten Zellen tber 24 h in Pen/Strep-
freiem T3-Medium kultiviert. Nach 24 h wurde bei den Zellen, welche mit einem
fluoreszierenden Reporterplasmid transfiziert wurden, das Medium gewechselt.
Die fluoreszierenden Zellen wurden weitere 24 h in D10-Medium kultiviert. Nach
48h Kultivierung wurden 0.15*10%° Zellen je Transfektionsversuch fir
durchflusszytometrische Messungen verwendet. Weitere 0.15*10°% Zellen je
Transfektionsversuch wurden auf einer T25-Flasche ausgesat und fur 48 h
kultiviert. Von der T25-Flasche wurden 1.0*10° Zellen mit dem Zelllysispuffer Gber
Nacht bei 37 °C lysiert. Die lysierten Zellen wurden fir weitere Analysen
verwendet. Weitere 2.0*10° Zellen je Transfektionsversuch wurden auf eine T25-
Flasche ausgesat und fir 48 h kultiviert. Die Zellen der konfluent bewachsenen
T25-Flasche wurden mit 0.02%igem EDTA/Trypsin abgeldst und in D10-Medium,

versetzt mit 10 % DMSO, eingefroren.

Bei den Zellen, die aufgrund der Transfektion eine Puromycinresistenz erhalten
haben, wurde das Medium von T3 zu D10-Medium mit 1300 ng/pl Puromycin
gewechselt. Die Kultivierung erfolgte tUber 7 Tage. Nach Ablauf der 7-tagigen
Kultivierung wurde das Medium gewechselt. Die Zellen wurden in D10-Medium fur
48 h kultiviert. Anschlielend wurden 50 % der Zellen fur die Lysierung verwendet
und 50 % der Zellen auf eine T25-Flasche ausgesat. Die lysierten Zellen wurden
fur weitere Analysen verwendet. Die ausgeséaten Zellen wurden fur weitere 48h

kultiviert und abschlie3end in D10-Medium, versetzt mit 10 % DMSO, eingefroren.
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Es wurden zudem putative porzine induzierte pluripotente Stammzellen (iPS)
kultiviert. Die iPS-Zellen wurden in einer friheren Arbeit generiert!®l. Die
Kultivierung erfolgte ebenfalls wie beschrieben®. Kurz zusammengefasst wurden
die iPS-Zellen in humanem embryonischen Stammzellmedium (ES-Medium) bei
einer Temperatur von 37 °C und einer Atmosphare von 5% CO:2 Kkultiviert.
Anschliel3end wurden die Zellen auf eine gelatinisierte Platte ausgesat. Bei dieser
Kultivierung beginnen sich kleine Kolonien zu bilden. Jeden zweiten Tag werden
die Kolonien trypsiniert und mit einer Verdiinnung von 1:2 bis 1:4 auf gelatinisierte

Platten aufgeteilt.

4.3.2.2 Elektroporation

Die Elektroporation von STE-Zellen wurde mit dem Neon™ Transfektionssystem
(Thermo Fisher) durchgefuhrt. Daftr wurden 2*10° Zellen (1/4 T25-Flasche
konfluent bewachsen) in 200 pl Resuspensionspuffer (Neon™ 100ul Kit)
aufgenommen. Daraufhin wurden maximal 20 pl an Plasmid fur die Transfektion
verwendet. Es wurde eine Gesamtmenge von 10 pg je Plasmidmischung genutzt.
Die Zellsuspension wurde in eine 100 pl Elektroporationkiivette geflllt. Diese
wurde in die Kivette eingefligt, welche 3 ml Elektroporationspuffer (Neon™ 100 pl
Kit) enthielt. Die Elektroporation der STE-Zellen fand bei 1600 V mit 3 Impulsen je
10 ms statt!’®?, Die elektroporierten Zellen wurden in T3-Medium ohne Pen/Strep

uberfihrt und schlief3lich auf eine 6-Well-Platte tberfihrt.

Die iPS-Zellen wurden mit dem Elektroporator Gene Pulser Xcell™ von Biorad
elektroporiert. Die Zellen wurden mit 150 V bei einem 10 ms Impuls elektroporiert.

Anschlie3end folgte die Kultivierung.

4.3.2.3 Durchflusszytometrische Erfassung der Transfektionsrate

Die Durchflusszytometrie dient der Untersuchung von Zellsuspensionen auf
Oberflachenantigenen mittels fluoreszenz-gekoppelter Antikorper oder auch auf
Reporter-Fluorophore. Sie wird zusammen mit einer Tragerflissigkeit ins
Zytometer injiziert. Im Zytometer kommt es in einem Zerstauber zu einer
Fokussierung der Zellsuspension, sodass nur einzelne Zellen zur Anregung durch
einen Laserstrahl wandern. Beim Laser angekommen wird die vorhandene
Fluoreszenz angeregt und als Signal von einem Detektor erkannt. Ebenso wird

gestreutes Licht detektiert, was einen Hinweis darauf gibt, welche Art von Zelle
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verwendet wurdel03 194 Eine schematische Darstellung der Funktion eines

Durchflusszytometers ist in Abb. 21 dargestellt.

Durchflusszytometer
Tragerflussigkeit —— \ Probe
Zerstauber @ Hydrodynamische
Fokussierung

Q
Emittierte Fluoreszenz

Q von fluoreszierenden

Q Zellen

Q Nach vorne und zur
Seite gestreute Licht

Laserlichtquelle o

Abb. 21: Schematische Darstellung der Funktionsweise eines Durchflusszytometers(to3],

Als Durchflusszytometer wurde der MACSQuant® Analyzer 10 von Miltenyi Biotec

verwendet.

4.3.2.4 Off-Target Analyse

Durch eine Off-Target Analyse wird Uberprift, ob die SQRNA neben der anvisierten
Zielsequenz auch andere Sequenzen, die von der sgRNA erkannt werden kann,
anvisiert und ein Knockout induziert wurde. Diese ist bei der Verwendung von
Cas9 zur Erstellung eines Knockouts notwendig. Dafir wurden mit Hilfe des
Browserprogramms Crispor{!%! eine Liste mit moglichen Off-Targets fiur die sgRNA
angefertigt. Aus dieser Liste wurden die zehn Off-Targets ausgewahlt, die am
wahrscheinlichsten von der sgRNA erkannt wirden. Die Off-Target-Sequenzen

wurden mit den Sequenzen aus dem Genom des Schweins verglichen[%l Mit
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Hilfe des Browserprogramms Primer-Blastl'®”l wurde fir jede Off-Target-Sequenz
ein Primerpaar identifiziert. Die Primerpaare wurden auf die optimale
Annealingtemperatur Uberprift. Insgesamt wurden fur die Exone7-10 zehn Off-
Target-Sequenzen mittels PCR analysiert. Dabei haben sich drei unterschiedliche
Temperaturen herauskristallisiert. Diese waren 55 °C, 60 °C und 63 °C. Eine
Auflistung der Primerpaare fiur die entsprechende Annealingtemperatur ist in Tab.
29 zu sehen.

Tab. 29: Auflistung der Off-Target-Primer nach der optimalen Annealingtemperatur.

Annealingtemperatur Annealingtemperatur Annealingtemperatur
55 °C 60 °C 63 °C
Ex7OTPrimer8 Ex90TPrimer2 Ex7OTPrimerl_2
Ex7OTPrimerl0 Ex100TPrimerl Ex7OTPrimer2
Ex9O0TPrimerl Ex100TPrimer10 Ex7OTPrimer3
Ex9OTPrimer5 Ex7OTPrimer4
Ex9O0TPrimer7 Ex7OTPrimer5
Ex90TPrimer8 Ex7OTPrimer6
Ex9O0TPrimer9 Ex7OTPrimer7
Ex7OTPrimer9
Ex90TPrimer3
Ex90TPrimer4
Ex90TPrimer6
Ex90TPrimerl0
Ex100TPrimer2
Ex100TPrimer4
Ex100TPrimer6
Ex100TPrimer7
Ex100TPrimer8
Ex100TPrimer9

Fur die PCR wurde dasselbe Protokoll verwendet wie in Abschnitt 4.2.1.3
beschrieben.
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4.3.3 Methoden mit prokaryotischen Zellen

4.3.3.1 Bakterienkultur

Die Bakterienkultur dient zur Vermehrung von rekombinanten Plasmiden in
Bakterien. Es wurden DH5a, Escherichia coli (E.coli) mit dem Genotyp
fhuA2A(argF-LacZ)U169 phoA gIinV44 ¢80A(lacZ)m15 gyrA96 recAl relAl endAl
thi-1 hsdR17 verwendet. Die Transformation in die Bakterien erfolgte mittels
Hitzeschock. Hierfir wurden 800 ng Plasmid mit 50 pl kompetenten Bakterien
vermischt. Die Mischung inkubierte 30 min auf Eis. AnschlielRend erfolgte der
Hitzeschock bei 42 °C Uber 30 sec. Daraufhin wurden die Bakterien 2 min auf Eis
inkubiert. Das gesamte Volumen wurde auf eine Agarplatte ausgestrichen,
versetzt mit einem Antibiotikum, dessen Resistenzgen auf dem Plasmid kodiert
war. Die Agarplatte inkubierte tGber Nacht bei 37 °C. Am nachsten Tag wurden fur
die Anreicherung geeignete Kolonien gepickt und in 5 ml LB-Medium uberfihrt,
welchem Antibiotikum (Spectinomycin: 50 pg/ml, Ampicillin: 100 pg/ml) zugegeben
wurde. Die Kultivierung erfolgte fur 12-16 Std bei 230 rpm und 37 °C.

4.3.3.2 Mini- und Maxipraparation von Plasmiden

Die Mini- und Maxipraparation von Plasmiden dient der Aufreinigung von
Plasmiden, die mittels einer Bakterienkultur vermehrt wurden. Bei der
Minipraparation wurden 5ml LB-Medium mit 5 pl  Antibiotikum
(Spectinomycin: 50 pg/ml, Ampicillin: 100 pg/ml) versetzt. Nach 12-16 stundiger
Kultivierung erfolgte die Aufreinigung mittels GeneJet Plasmid Miniprep Kit von
Thermo Scientific. Die Elution erfolgte mit 52 pl des dem im Kit beigeflgten

Elutionspuffers.

Bei der Maxipraparation wurden 50 ml LB-Medium mit 50 pl Antibiotikum
(Spectinomycin: 50 pg/ml, Ampicillin: 100 pg/ml) versetzt. Nach 12-16stundiger
Kultivierung erfolgte die Aufreinigung mittels PureYield™ Plasmid Maxiprep
System Kit von Promega. Die Elution erfolgte mit 1 ml des dem im Kit beigefligten

Elutionspuffers.
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4.3.3.3 Ligation von Plasmiden

4.3.3.3.1 C-Check_Exon7,9und 10

Die Ligation der Zielsequenzen fir die sgRNAs in das Plasmid C-Check Exon
erfolgte nach dem Protokoll von Zhou et al (%8, Das detaillierte Protokoll ist im
zusatzlichen Material unter der Datei neun zu finden. Die Ligation von C-
Check_Exon7 und Exonl0 erfolgte Uber ein Programm im Thermocycler, wahrend
bei der Ligation von C-Check_Exon9 das Plasmid zuerst Uber Restriktionsenzyme
linearisiert wurde und anschlieend die Liagtion erfolgte (Tab. 30). Als

Restriktionsenzym wurde Bsal benutzt. Es wurden folgende Sequenzen ligiert.

Tab. 30: Ligationsprogramm von C-Check.

37°C 5min
:I- 10 Zyklen

22°C 10 min
37°C 30 min
75°C 15 min

4°C dauerhaft

Exon7:  5-caccgACGTCGCCAGAGCTGTGCTG - 3'
Exon9:  5'-caccgACAGATCGCGGCTGATGTCC - 3
Exonl0: 5'-caccgGGCGTCAGCGGCGTACAAGG -3

Am darauffolgenden Tag wurden die wei3en Kolonien fur eine Minipraparation
verwendet. Es wurde mittels Sequenzierung untersucht, ob die Ligation ins

Plasmid erfolgreich war.

4.3.3.3.2 pX458Faex7, 9 und 10 und pX459Faex7, 9 und 10

Die Ligation der sgRNA-Sequenzen in die Plasmide pX458 und pX459 erfolgte
nach dem Protokoll von Ran et al 1%, Jedoch wurde statt der T7-Ligase eine T4-
Ligase (4000 U/ul) von ThermoFisher verwendet. Es wurde ein 10x Ligasepuffer
(10 mM) verwendet, der DTT und ATP enthalt. Dabei wurden folgende Sequenzen
ligiert.
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Exon7: 5'-caccgACGTCGCCAGAGCTGTGCTG - 3
Exon9:  5'-caccgACAGATCGCGGCTGATGTCC - 3
Exonl1l0: 5'-caccgGGCGTCAGCGGCGTACAAGG - 3

Es wurde mittels Sequenzierung Uberpriuft, ob die Sequenzen erfolgreich ins

Plasmid ligiert wurden.

4.3.3.4 Klonierung in das pGEM T-Easy-Vektor-System

Das pGEM T-Easy Vektor System wird verwendet, um PCR-Produkte zu
klonieren, welche sequenziert werden sollen. Dadurch ist es moglich, die
unterschiedlichen Sequenzen, die in einem PCR-Produkt enthalten sind,
voneinander zu trennen und mittels bakterieller Einzelklone getrennt voneinander

sequenzieren zu lassen. Hiermit kdnnen einzelne Mutationen analysiert werden.

Fur die Klonierung eines PCR-Produkts in den pGEM T-Easy Vektor wurde das
PCR-Produkt mittels Stratec Invisorb Fragment CleanUp Kit aufgereinigt und die
DNA-Konzentration bestimmt. Um aus der DNA-Konzentration die Menge zu
bestimmen, die vom PCR-Produkt fur die Ligation verwendet werden musste,
wurde zuvor ein Umrechnungsfaktor bestimmt. Dieser setzt sich wie folgt
zusammen.

50ng*x kb PCR-Produkt *
3 kb Vektor

Umrechnungsfaktor =

Tab. 31: PCR-Produkt-GrofRe der zu untersuchenden Zielloci.

PCR-Produkt Gr6RRe PCR-
Produkt [kb]

Exon7 0,432
Exon9 0,267
Exonl10 0,455

Die einzusetzende Menge ergibt  sich aus den Quotienten
Umrechnungsfaktor/Produktkonzentration.  Fir die Ligation wurde folgender

Ansatz verwendet.
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Tab. 32: Verwendete Substanzen und Zusammensetzung fur die Ligation mit dem pGEM T-Easy-

Vektor-System.

Komponente Volumen [pl]

PCR-Produkt Umrechnungsfaktor/
Produktkonzentration

2x Ligasepuffer 5

pGEM T-Easy Vektor 1

T4-Ligase 1

H20 Auf 10 auffillen

Der Ligationsansatz inkubierte Uber 2 Std. bei Raumtemperatur. Anschliel3end
wurden 3 pl des Ligationsansatzes in 50 pl kompetente Bakterien Uberfuhrt. Diese
inkubierten Gber 40 min bei 4 °C. Daraufhin folgte ein Hitzeschock bei 42 °C Uber
30 sec. Die Bakterien wurden danach 2 min bei 4 °C gekuhlt, eher sie in 800 pl
warmes LB-Medium dberfihrt wurden. Die Bakterienkultur inkubierte unter
Schutteln 2 Std. bei 37 °C. Nach der Inkubation wurden 50 pl der Bakterienkultur
auf eine mit Ampicillin versetzte Agarplatte (100 pug/ml) ausgestrichen und tber
Nacht bei 37 °C im Inkubator kultiviert. Am darauf folgenden Tag wurde eine
Kolonie-PCR durchgefuhrt. Wahrend die Kolonie-PCR vorbereitet wurde, wurde
fur jede zu pickende Kolonie ein Kulturréhrchen mit 3 ml LB-Medium, versetzt mit
Ampicillin (100 pg/ml), angesetzt. Es wurden je Platte zehn Kolonien gepickt. Es
wurde mit einer 100 pl Pipettenspitze gepickt. Diese wurde nach dem Picken kurz
in ein Kolonie-PCR-Gefal3 getaucht, welches die Kolonie-PCR-L6sung enthielt.
Anschlielend wurde die Pipettenspitze in ein Kulturréhrchen uGberfuhrt. Die
Kolonie-PCR wurde danach gestartet. Wahrenddessen wurden die Kulturréhrchen
im Schattler bei 37 °C Uber Nacht kultiviert. Fir die PCR wurde folgender Ansatz

verwendet.
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Tab. 33: Verwendete Substanzen und Zusammensetzung fur die Kolonie-PCR.

Substanz  Konzentration Volumen [ul]

H20 15,4
PCR Puffer 5x 5
MgCl2 25 mM 15
Primerl 10 pmol/ul 0,75
Primer2 10 pmol/pl 0,75
dNTP’s 10 mM 0,5
GoTaq 5 U/l 0,1
Total 24

Fur die Kolonie-PCR wurde folgendes Temperaturprogramm verwendet.

Tab. 34: Verwendetes Temperaturprogramm fir die Kolonie-PCR.

FANCA
1) 95 °C 2 min
2.) Denaturierung 95 °C 30 sec
3.) Hybridisierung 55 -65°C" 30 sec
4.) Elongation 72 °C 1 min
5.) 72 °C 5 min
6.) 8°C dauerhatft
Zyklen 30

*Die Hybridisierungstemperatur war bei den Primern von Exon7 55 °C, von Exon9 60 °C und von

Exon10 65 °C. Es wurden dieselben Primer wie unter Tab. 25 verwendet.

Nach der PCR folgte eine Gelelektrophorese. Die Gelelektrophorese wurde mit
einem 0.8%igen TBE-Agarosegel bei 90 V Uber 35 min durchgefuhrt. Die PCR-
Produkte wurden mit Hilfe einer Fotokamera mit integriertem UV-Licht (Vilber
Lourmat) visualisiert. Die Proben, welche ein Amplikon enthielten, das den
erwarteten Banden entsprach, wurden am darauf folgenden Tag aufgereinigt.
Dafur wurde 1 ml der Bakterienkultur mit dem GeneJet Plasmid-Miniprep-Kit
aufgereinigt. Die DNA-Konzentration wurde abschliel3end bestimmt und die Probe

wurde zum Sequenzieren verschickt.
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4.3.4 Bioinformatische Software

Als bioinformatische Software wurde Geneious®R10 (https://www.geneious.com,
Kearse et al., 2012) verwendet. Die Elektropherogramme, welche nach der
Sequenzierung vorlagen, wurden in das Programm geladen. Die Sequenzen

konnten untersucht und die INDEL-Bildung analysiert werden.

Die Sequenzen des humanen und porzinen FANCA-Gens sind von Ensembl

(www.ensembl.org, Ensembl release 91) heruntergeladen worden!(110. 1111,

Die Analyse der Off-Target-Sequenzen erfolgte Uber das Onlineprogramm

Crispor(t12,

Die Erstellung von spezifischen Primerpaaren fur die Analyse der Exone 7, 9 und
10 sowie der Off-Target-Sequenzen erfolgte tUiber Primer-BLASTI113],
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5 Ergebnisse

5.1 Versuchsaufbau

In dieser Arbeit wird untersucht, inwiefern es maoglich ist, gezielt das FANCA-Gen
im porzinen Genom zu modifizieren. Es wird analysiert, wie effizient die INDEL-
Bildung im FANCA-Gen unter Verwendung des CRISPR/Cas9-Systems ablauft,
mit dem Ziel einen Gen-Knockout zu erreichen. Hierfir werden zwei
Plasmidkompositionen verwendet. Bei der einen wird die Cas9 (pX330) und die
sgRNA(pJoker) auf zwei unterschiedlichen Plasmiden kodiert. Zusatzlich zu den
beiden Plasmiden wird das Reporterplasmid C-Check verwendet. Das Plasmid C-
Check enthélt die Zielsequenz, die von der sgRNA erkannt wird. Durch die Cas9
erfolgt ein Doppelstrangbruch in  C-Check, welcher durch homologe
Rekombination repariert und somit eGFP-Reporterfluoreszenz sichtbar wird. So
kann Uber den eGFP-Reporter der Anteil an homologer Rekombination und
folglich der Anteil an moglichen |INDELs analysiert werden. Diese
Plasmidkomposition wird im Folgenden als C-Check bezeichnet. Bei der zweiten
Plasmidkomposition handelt es sich um Plasmide, die in einem Plasmid die Cas9,
die sgRNA und eine eGFP-Reporterfluoreszenz kodieren. Diese Plasmide werden

im folgenden pX458 und pX459 genannt.

Es werden porzine Zellen mittels Elektroporation und parthenogenetische porzine
Embryonen mittels Mikroinjektion mit den Plasmidkompositionen transfiziert (Abb.
22).
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Identifizierung der Zielsequenzen im

FANCA-Gen des Schweins

A 4

Generierung von spezifischen CRISPR/Cas-

Konstrukten fur das porzine FANCA-Gen

4

CRISPR/Cas- vermittelte INDEL-Bildung immortalisierter

und primarer Schweinezellenin der Zellkultur

Optimierung  der  Mikroinjektion  in

parthenogenetischen porzinen Embryonen

A 4
4 ™

CRISPR/Cas- vermittelte INDEL-Bildung in parthenogenetischen

L porzinen Embryonen durch die Mikroinjektion

Abb. 22: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs.

Zudem wird untersucht, ob der Injektionszeitpunkt der Mikroinjektion der
parthenogenetischen Embryonen einen Einfluss auf die Entwicklungs- und
Transfektionseffizienz hat. Es werden zwei Injektionszeitpunkte untersucht, ,Vor
der Aktivierung“ (vAkt) und ,Nach der Aktivierung“ (nAkt). Bei diesen Versuchen
werden die Plasmide pT2Venus mit Venus-Reporterfluoreszenz und pCMV/SB100
zusammen mit dem chemischen Farbstoff TMR-Dextran in parthenogenetische
Embryonen injiziert. Das Plasmid pCMV/SB100 kodiert die Transposase Sleeping
Beauty, mit deren Hilfe der Venus-Reporter von pT2Venus in das Genom der
Embryonen integriert. Dieser zeigt an, ab welchem Entwicklungsstadium der
Reporter ins Genom integriert und exprimiert wird. Der Farbstoff TMR-Dextran
hingegen zeigt an, ob und welches Volumen injiziert wurde, da dessen

Fluoreszenz trotz des opaken Zytoplasmas erkennbar ist.
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Abb. 23: Sequenz des FANCA-Gens im Schweinl!ll. Die Exone sind als rote Rechtecke, die
Introne als Linie dargestellt. Schwarze Pfeile markieren die Zielsequenzen in den Exonen 7, 9
und 10.

Als Zielsequenzen fiur die Induktion eines FANCA-Knockouts wurden im porzinen
FANCA-Gen drei Exone ausgewahlt. Dies sind die Exone 7, 9 und 10 (Abb. 23).
Diese befinden sich in dem Bereich des porzinen Gens, der den Bereich
reprasentiert, wo die am haufigsten betroffenen Exonen im humanen FANCA-Gen

vorliegen.

5.2 Erstellung der C-Check-, pX458- und pX459-Konstrukte fir die
spezifische INDEL-Bildung mit dem CRISPR/Cas9-System
Zu Beginn der Arbeit wurden die unterschiedlichen Plasmide fir die
Transfektionen generiert. Dies sind die Plasmide C-Check Exon7, Exon9 und
Exonl1l0 (CCEx7, 9 & 10) sowie die Plasmide pX458Faex10 und pX459Faex10.
Die Ligation der C-Check-Konstrukte erfolgte dber einen Verdau mit dem
Restriktionsenzym Bsal, die des pX458- und pX459-Konstruktes Uber einen
Verdau mit dem Restriktionsenzym Bbsl. Anschlie3end erfolgte die Ligation mittels
einer T4-Ligase. Die Plasmide wurden nach der Ligation in E.coli transformiert.
Danach wurde von einigen Kolonien eine Bakterienkultur angelegt. Diese wurden

mit dem GenelJet Plasmid Miniprep-Kit aufgereinigt und das Plasmid sequenziert.

3,690 3,700 37 3,720 3,730 3,74 3,748 3,758

0 0 3,
|G GI@T G @ G OEE G ATAATCCATT G A G T G CATE G AT G THE GIEEA G/A GIET G G BT G ATATE G TEEAG - -@GAG G Gl GAT GECH
[eGFPI600 > N -, 7 [ eGFPI00:720 |

GTGCTGCTGCCCGACAACCACTGAGTCGCACCGACGTCGCCAGAGCTGTGCTGACARCCGTCCAG--CGAGGGCGATGCC
GFP Exon7 Zielsequenz GFP

Referenz

Probe 1

Abb. 24: Integrierte Zielsequenz fir die sgRNA fur Exon 7 im Plasmid C-Check_Exon7!114, Rot
gekastelt: ligierte FANCA Exon7 Zielsequenz, griin gekastelt: Teile der flankierenden eGFP-
Bereiche.
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Beispielhaft ist in Abb. 24 das Ligationsprodukt von C-Check Exon7 dargestellt.
Die ligierte Zielsequenz wird von zwei eGFP-Abschnitten flankiert, von denen
500 bp homolog sind; das eGFP-Gen ist in dieser Konstellation nicht funktionell.
Die Zielsequenz wird von der sgRNA erkannt, die daraufhin an die Sequenz
hybridisiert. Die Cas9-Nuklease induziert einen Doppelstrangbruch in der
Zielsequenz, wodurch die homologe Rekombination der 500 bp Uberlappenden
Bereiche zu einer funktionellen Rekonstitution des Reportergens fuhrt.

Weiterhin wurden pX458- und pX459-Plasmide generiert. In Abb. 25 ist die
Sequenz von pX458Faex10 gezeigt.

250 2,998 3,008 280
Referenz ATCIATENE G G G 01 G FENAl G I G G 0l G iNAISIATA G G G IMENEIEAl G 1Al G ICHIAT G IATATAND
[ Exon10 target sgRNA gRNA scaffold

Probe 1 NN MAN N VW WV
ACACCIGGGCGOGTCAGCGGCGEGTACAAQG GTTTTAGAGCTAGAAAT

sgRNA

Abb. 25: Integrierte sgRNA im Plasmid pX458Faex10114, Rot gekastelt: ligierte SgRNA des
FANCA Exon7.

Das Plasmid pX458 kodiert einen eGFP-Reporter und die Cas9, wahrend pX459
eine Puromycin-Resistenz als Selektionsmarker und die Cas9 kodiert. Zusatzlich
wurde in beide Plasmide die sgRNA fir die entsprechende Zielsequenz im
Schweinegenom ligiert. Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tab. 35

zusammengefasst.

59



Ergebnisse

Tab. 35: Verwendete Plasmide zur spezifischen INDEL-Bildung im porzinen FANCA-Gen.

Plasmid Reporter/Selek- Verwendungszweck Herkunft
tionsmarker
pT2Venus Venus- Optimierung Im Labor vorhanden
Transposon Mikroinjektion
pCMV/SB100 SB-Transposase Optimierung Im Labor vorhanden
Mikroinjektion
pX330 Cas9-Expression FANCA-Knockout, Im Labor vorhanden
mit pJoker und C-
Check; zellkultur und
parthenogenetische
Embryonen
pJoker SgRNA- FANCA-Knockout, Ligation im Labor von
(Exon7) Expression mit pX330 und C- Zoltan lvics
Check; Zellkultur und
parthenogenetische
Embryonen
pJoker SgRNA- FANCA-Knockout, Ligation im Labor von
(Exon9) Expression mit pX330 und C- Zoltan lvics
Check; Zellkultur und
parthenogenetische
Embryonen
pJoker SgRNA- FANCA-Knockout, Ligation im Labor von
(Exon10) Expression mit pX330 und C- Zoltan lvics
Check; zellkultur und
parthenogenetische
Embryonen
CCEXx7 asRed/eGFP FANCA-Knockout, Eigene Ligation
mit pJoker und
pX330; Zellkultur und
parthenogenetische
Embryonen
CCEXx9 asRed/eGFP FANCA-Knockout, Eigene Ligation
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CCEx10 asRed/eGFP
pX458Faex7 eGFP
pX458Faex9 eGFP

pX458Faex10 eGFP

pX459Faex7  Puromycin
pX459Faex9 Puromycin
pX459Faex10 Puromycin

mit pJoker und
pX330; Zellkultur und
parthenogenetische
Embryonen
FANCA-Knockout,
mit  pJoker und
pX330; Zellkultur und
parthenogenetische
Embryonen
FANCA-Knockout;
Zellkultur und
parthenogenetische
Embryonen
FANCA-Knockout;
Zellkultur und
parthenogenetische
Embryonen
FANCA-Knockout;
Zellkultur und
parthenogenetische
Embryonen
FANCA-Knockout;
Zellkultur
FANCA-Knockout;
Zellkultur
FANCA-Knockout;
Zellkultur

Eigene Ligation

Ligation im Labor von

Zoltan lvics

Ligation im Labor von

Zoltan lvics

Eigene Ligation

Ligation im Labor von
Zoltan lvics

Ligation im Labor von
Zoltan lvics

Eigene Ligation

Alle Sequenzen konnten in ihr Zielplasmid ligiert werden. Dabei hat die Ligation in

den C-Check-Vektor Probleme bereitet. Diese musste bei den Plasmiden CCEXx9

und 10 mehrfach wiederholt werden.
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5.3 Spezifische FANCA-Mutationen in porzinen STE- und priméren
Zellen
Nachdem alle erforderlichen Plasmide kloniert wurden, wurden mit diesen porzine
immortalisierte STE- und primare Zellen transfiziert. Die Transfektion dient der
Untersuchung, ob es mdglich ist in porzinen Zellen eine spezifische INDEL-
Bildung im FANCA-Gen zu induzieren. Die STE-Zellen dienen hierbei als Modell,
um die Effizienz zu Uberprifen. Die primaren Zellen dienen als Grundlage fur
mogliche SCNT-Versuche. Bei erfolgreicher Transfektion kann aus diesen eine

klonale Zelllinie gewonnen werden.

5.3.1 Transfektion von STE- und primaren Zellen mit den C-Check- und
pX458-Konstrukten

Die Zellen, die mit C-Check und pX458 transfiziert wurden, wurden nach 48h

mittels Durchflusszytometrie auf ihre Transfektions- und Knockouteffizienz

untersucht. Dabei wurde zwischen positiven Zellen, d.h. fluoreszierenden Zellen,

und negativen Zellen unterschieden.

Auf dem Plasmid C-Check sind zwei Reporter kodiert (Abb. 26). Der asRed-
Reporter zeigt an, dass die Zellen mit dem Plasmid transfiziert wurden. Der eGFP-
Reporter ist geteilt und inaktiv. Zwischen den beiden eGFP-Bereichen wurde die
Zielsequenz der entsprechenden sgRNA ligiert. Wird diese von der sgRNA
erkannt und von der Cas9 geschnitten, erfolgt eine homologe Rekombination des
eGFP-Reporters. Dadurch werden in den Zellen die homologen

Rekombinationsereignisse angezeigt.
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Abb. 26: Plasmidkarte von pl119 C-Check. Hervorgehoben sind die Spectinomycinresistenz
(SpnRes), die eGFP-kodierenden Bereiche, der asRed-kodierender Bereich und der Bereich, in
dem die Zielsequenz fur die sgRNA eingefiigt wurde (Exon).

Die Cas9, die im Plasmid C-Check sowie im FANCA-Gen zu einem
Doppelstrangbruch fihren soll, wird auf dem Plasmid pX330 kodiert (Abb. 27).
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Abb. 27: Plasmidkarte von pX330. Hervorgehoben sind die Ampicillinresistenz (AmpR), der Cas9-

kodierende Bereich sowie der Bereich, in dem die sgRNA eingefiigt werden kann (gRNA scaffold).
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Die fur die Zielfihrung notwendige sgRNA wird auf dem Plasmid pJoker kodiert
(Abb. 28).

3,063
' {00

//
gRNA scaffold o

U6\promoter— @& 2

/.’,4‘00

CHURCH_JOKER_Bbs

mpR

800

3,063 bp

Q0% ¢

7
00

Abb. 28: Plasmidkarte vom Klonierungsvektor pJoker. Hervorgehoben sind die Ampicillinresistenz
(AmpR) und der Bereich, in dem die sgRNA fir das porzine FANCA-Gen integriert ist (QRNA

scaffold).

Bei der Transfektion mit C-Check werden die Plasmide pX330, pJoker und C-
Check zusammen in die Zellen transfiziert. Uber das Plasmid C-Check ist es
moglich, mit der eGFP-Reporterfluoreszenz, die Ereignisse der homologen
Rekombination abzuschatzen, um somit einen Rickschluss auf Insertions- und

Deletionsbildungen im FANCA-Gen zu ziehen.
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Abb. 29: Spezifische eGFP (A)- und asRed-Fluoreszenz (B) der mit C-Check_Exon7, pX330 und
pJoker (Exon7) transfizierten STE-Zellen in der durchflusszytometrischen Messung. In rot ist die
negative Population, in blau die positive Population dargestellt, die die homologen
Rekombinationsereignisse in dem FANCA-Plasmid anzeigt. Der dargestellte Wert zeigt den

prozentualen Anteil an positiven Zellen, n = 3.

Die Transfektion der STE-Zellen mit CCEX7 zeigt eine Transfektionsrate von 91%
(Abb. 29 B). Dies entspricht der Anzahl an gezahlten Zellen, die eine asRed-
Fluoreszenz aufweisen. Die Rate an homologen Rekombinationsereignissen wird
durch die eGFP-Fluoreszenz dargestellt. Diese betragt bei CCEx7 32% (Abb. 29
A). Abb. 29 ist reprasentativ fur die Transfektion mit allen C-Check-Konstrukten.
Die Transfektions- und Mutationsrate bei der Transfektion mit CCEx9 und CCEx10
entspricht der von CCEx7. Die Differenz von transfizierten und homolog-
rekombinant-positiven Zellen beruht wahrscheinlich darauf, dass die Alternative zu
homologen Rekombination, der NHEJ-Reparaturmechanismus, zu einer Ligation
des Plasmids fuhrt, die die Funktionalitait des eGFP-Reporters nicht
wiederherstellt. Die Histogramme der durchflusszytometrischen Messungen der C-
Check-Konstrukte sind im Anhang in Abschnitt 9.2 aufgefihrt.
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Anschliel3end folgten die durchflusszytometrischen Messungen der STE-Zellen,
die mit pX458-Konstrukten transfiziert wurden.

Das Plasmid pX458 kodiert die Cas9, die sgRNA und einen Reporter in einem

Plasmid (Abb. 30). Es handelt sich um einen eGFP-Reporter, der anzeigt, dass
das Plasmid in die Zellen transfiziert werden konnte.

pX458

9,289 bp

ooo'L

5,000

Abb. 30: Plasmidkarte von pX458. Hervorgehoben sind der Cas9-kodierende Bereich, der EGFP-
Reporter, der uber ein 2A-Element mit der Cas9-cDNA co-exprimiert wird, und der Bereich, in dem
die sgRNA fir das porzine FANCA-Gen eingeflgt wurde (gRNA scaffold).

Die Verwendung von einem Plasmid, das alle, fir das CRISPR/Cas-System
bendtigte, Komponenten kodiert, hat den Vorteil, dass bei einer Transfektion nur

ein Plasmid in die Zellen eingebracht werden muss, was die Transfektionseffizienz
erhohen sollte.
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Abb. 31: Spezifische eGFP (A)- und asRed-Fluoreszenz (B) der mit pX458Faex7 transfizierten
STE-Zellen in der durchflusszytometrischen Messung. In rot ist die negative Population, in blau die
positive Population dargestellt. Der dargestellte Wert zeigt den prozentualen Anteil an positiven

Zellen, n = 3.

In Abb. 31 sind reprasentativ die durchflusszytometrischen Messungen der mit
pX458Faex7 transfizierten STE-Zellen dargestellt. Es ist zu beobachten, dass
48 % der Zellen eine eGFP-Fluoreszenz aufweisen. Dies entspricht einer
Transfektionsrate von 48% (Abb. 31 A). Da pX458 im Gegensatz zu C-Check
keine asRed-Reporter enthalt, sollte keine asRed-Fluoreszenz nachgewiesen
werden (Abb. 31 B). Die Transfektionsrate von pX458Faex9 und pX458Faex10
entspricht der von pX458Faex7. Es fallt auf, dass die Transfektion mit den pX458-
Plasmiden eine 50 % schlechtere Transfektionsrate aufweist als bei der
Verwendung von C-Check, pX330 und pJoker. Eine mogliche Ursache dafir kann
in der eingesetzten Plasmidkonzentration zu finden sein. Bei den Transfektionen
wurde eine Gesamtmenge von 10 pug Plasmid verwendet. Bei der Verwendung
dreier Plasmide, die &quimolar eingesetzt wurden, lag bei C-Check-Plasmid somit
nur ein Drittel der Konzentration vor als bei den pX458-Plasmiden. Bei dem C-
Check-Plasmid hingegen hatte die eingesetzte Menge keine toxischen Effekte,

sodass knapp 100 % der Zellen transfiziert werden konnten.

Die Histogramme der durchflusszytometrischen Messungen der pX458-Konstrukte

sind im Anhang in Abschnitt 9.2 aufgefihrt.
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5.3.1.1 Transfektion von porzinen STE- und iPS-Zellen mit den pX459-
Konstrukten

Schlief3lich wurden die porzinen STE- und iPS-Zellen mit dem Plasmid pX459

transfiziert. Das Plasmid pX459 kodiert die Cas9, die sgRNA und einen

Selektionsmarker in einem Plasmid (Abb. 32). Es handelt sich um einen

Puromycin-Selektionsmarker, mit dem es maglich ist, Gber Antibiotika-Selektion

transfizierter Zellen zu kultivieren, wahrend nicht-transfizierte Zellen in dem

antibiotika-haltigem Medium nicht kultiviert werden kénnen und absterben.

RNA scaffold
glﬁﬂ.l /g

3y 7
T

/

000t

OUQ'A

Abb. 32: Plasmidkarte von pX459. Hervorgehoben sind die Puromycinresistenz (PuroR), der
Cas9-kodierende Bereich und der Bereich, in dem die sgRNA fir das porzine FANCA-Gen
eingefugt wurde (gRNA scaffold).

Die Verwendung von einem Plasmid, das alle, fir das CRISPR/Cas-System
bendtigten Komponenten kodiert, hat den Vorteil, dass bei einer Transfektion nur
ein Plasmid in die Zellen eingebracht werden muss, was die Transfektionseffizienz
erhohen sollte. Im Gegensatz zu pX458 ist keine Anreicherung tber Zellsortierung

maoglich, dafir aber Uber den Selektionsmarker.

Die STE-Zellen konnten erfolgreich mit dem pX459-Plasmid transfiziert werden.
Es konnten INDELs in den Transfektionen mit pX459Faex7, 9 und 10 gefunden

werden. Bei pX459Faex7 konnte eine Mutation, bei pX459Faex9 zwei Mutationen
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und bei pX459Faex10 eine Mutation identifiziert werden. In den iPS-Zellen
konnten nur bei der Transfektion mit pX459Faex10 spezifische INDELs gebildet

werden.

5.4 Analyse der mit den C-Check, pX458 und pX459 transfizierten
Zellen

Ein Teil der transfizierten Zellen wurde anschlieRend lysiert und fur eine DNA-

Analyse mittels PCR verwendet. Die Zellen, die mit pX459 transfiziert wurden,

wurden nach der Kultivierung lysiert und anschliel3end mittels PCR analysiert. Bei

den untersuchten STE -Zellen handelt es sich um Zellpools, bei den iPS-Zellen um

Zellklone.

Exon7 Exon10
H,0 R STE1STE2STE3 iPS M H,0 R STE1STE2 STE3 iPS iPS iPS

Abb. 33: Agarosegel zur PCR von STE- und iPS-Zellen. Dargestellt sind die Amplikons der
lysierten Zellen, bei denen eine Transfektion durchgefiihrt wurde. Als negative Kontrolle wurde
H20, als positiv Kontrolle eine unbehandelte Referenz-Probe verwendet. WT: unbehandelte
Referenz, STE 1: mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 2: mit pX458 transfizierte STE-Zellen,
STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen, iPS: iPS-Zellen mit pX459 transfiziert, M: 100 bp Leiter.

Die PCR-Analyse zeigt, dass in den transfizierten STE- und iPS-Zellen die
Zielsequenzen der Exone 7, 9 und 10 nachweisbar sind (Abb. 33). Ausgenommen
davon sind drei iPS-Kulturen, die mit pX459Faex9 transfiziert wurden.
Moglicherweise liegen hier gréRere Deletionen vor, wodurch eine der Primer-
Bindungsstellen entfernt wurde. Die nachgewiesenen Amplikons zeigen, dass

keine Insertionen oder Deletionen (INDELS) vorliegen, die Einfluss auf die GroRRe
69



Ergebnisse

des Amplikons haben. Daraus lasst sich vermuten, dass es sich bei den
moglichen vorhandenen Mutationen um kleinere INDELSs handelt.

Um eine Aussage treffen zu kdnnen, ob in den amplifizierten Zellpools Mutationen
vorliegen, wurde mit den Amplikons ein T7-Assay durchgefihrt.

Exon7 Exon10

R STE1 STE2 STE3 IPS M R STE1 STE2 STE3 iPS iPS IPS

Abb. 34: Agarosegel zum T7-Assay von STE- und iPS-Zellen. Dargestellt sind die Amplikons der
lysierten Zellen. Als negative Kontrolle wurde eine unbehandelte Referenz-Sequenz verwendet.
R: unbehandelte Referenz, STE 1: mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 2: mit pX458
transfizierte STE-Zellen, STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen, iPS: iPS-Zellen mit pX459
transfiziert, M: 100 bp Leiter.

Im T7-Assay ist zu sehen, dass die Zellen, die mit CCEx7, pX458Faex7,
pX459Faex7, pX459Faex9, pX458Faex10, pX459Faex10 sowie zwei PS-
Zellkulturen, die mit pX459Faex10 transfiziert wurden, wahrscheinlich Mutationen
im Exon7 des FANCA-Gens aufweisen (Abb. 34). Die Mutationen werden durch
die Banden dargestellt, die in der Abbildung mit den Pfeilen markiert sind.

Die Sequenzierungsdaten wurden mit Hilfe des Programms Geneious®R10 als
Elektropherogramme dargestellt. Dabei werden zunéchst die FANCA-Exone im
Zellpool sequenziert. Durch Uberlagerungen der Sequenzierungen in den
Zielsequenzen sind hier die CRISR/Cas-induzierte Mutationen im Vergleich zur

Referenz-Sequenz zu erkennen.
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Diese waren STE-Zellen, die mit pX459Faex9 und pX459Faex10 transfiziert
wurden, sowie zwei iPS-Kulturen, die mit pX459Faex9 transfiziert wurden, und
eine, die mit pX459Faex10 transfiziert wurde.

Die Sequenzierung der STE- und iPS-Zellen, die Mutationen im FANCA Exon7
aufweisen koénnen, ist aufgrund eines technischen Fehlers nicht auswertbar. Es
folgte die Auswertung der Sequenzierung der spezifischen Mutationen im FANCA
Exon9.
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Abb. 35: Elektropherogramm der Sequenzierung transfizierter STE- und iPS-Zell-Pools in Exon9.
WT: Referenz-Sequenz, STE 1: mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 2: mit pX458
transfizierte STE-Zellen, STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen, iPS: iPS-Zellen mit pX459

transfiziert, roter Kasten: PAM, Pfeil: Cas9-Schnittstelle, blauer Kasten: mutierte Sequenz('14,

Bei den mit pX459Faex9 transfizierten STE-Zellen ist eine Sequenziberlagerung
zu erkennen (Abb. 35). Diese liegt rechts der PAM-Sequenz (Pfeil). Die
Sequenziberlagerung gibt einen Hinweis darauf, dass in dem Zellpool eine
Mutation in der sgRNA-Zielsequenz vorliegt. Bei den anderen transfizierten Zellen
liegen, aufgrund der Zellpool-Sequenzen, keine genetischen Mutationen vor. Der
Zellpool, der eine Sequenziiberlagerung aufweist, wurde im Anschluss fur eine

Einzelklonsequenzierung verwendet.
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Abb. 36: Elektropherogramm der Sequenzierung transfizierter STE- und iPS-Zell-Pools in Exon10.
WT: Referenz-Sequenz, STE 1. mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 2: mit pX458
transfizierte STE-Zellen, STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen, iPS: iPS-Zellen mit pX459

transfiziert, roter Kasten: PAM, Pfeil: Cas9-Schnittstelle, blauer Kasten: mutierte Sequenz [114],

In den Sequenzen der mit pX459Faex10 transfizierten STE-Zellen sowie zweier
mit pX459Faex10 transfizierten iPS-Zellen sind Sequenziberlagerungen bzw. bei
einer iPS-Kultur eine Deletion von 34 bp erkennbar (Abb. 36). Die Zellpools, die
eine Sequenziberlagerung aufwiesen, wurden im Anschluss fur eine
Einzelklonsequenzierung verwendet. Bei der Einzelklonsequenzierung wird das
Amplikon aus der PCR in den Vektor pGEM-T Easy ligiert und in E-coli DH5a-
Zellen transformiert.

Da die Sequenzierungen und der T7-Assay unterschiedliche Aussagen Uber
mogliche spezifische Mutationen im FANCA-Gen haben, wurden acht Proben fur
eine Einzelklonsequenzierung verwendet. Dies sind STE-Zellen transfiziert mit
CCEX7, pX458Faex7 und pX459Faex7, die nur im T7-Assay positiv auf mdgliche
Mutationen getestet wurden. Weiterhin STE-Zellen, die mit pX458Faex9 und
pX459Faex9, sowie iPS-Zellen, die mit pX459Faex9 transfiziert wurden. Hierbei
waren die mit pX459Faex9 transfizierten STE-Zellen sowohl im T7-Assay als auch
bei der Zellpool-Sequenzierung positiv auf spezifische Mutationen. Schlief3lich
wurden mit pX459Faex10 transfizierte STE- und iPS-Zellen fir eine
Einzelklonsequenzierung ausgewahlt. Diese zeigten sowohl im T7-Assay als auch

in der Zellpool-Sequenzierung ein positives Ergebnis auf spezifische Mutationen.
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Tab. 36: Mutationen in den Einzelklonsequenzen von Exon7 des FANCA-Gens.

WT G T ¢CC A GTCOCGTCACACTCGATGC G T €C G C C A G A GCTG
C1 G T CC A GTTCOCGT CACACTCGATZCG G T €C G C C A G A GCTG
Cc2 G T CC A GTTCCGTCACACCGACGI GGTTCGT CTCAGAGT CT G
C3 G T C CA GTCCGTCATCATCTCSGATCG G T C G T C A G A G CT G

WT: Referenzsequenz, C1 - C3: drei Kolonien, die eine Mutation aufwiesen. Punktmutationen und
Insertionen sind unterstrichen. Die PAM ist in rot dargestellt.

Die Sequenzen in Exon7 zeigen eine Gemeinsamkeit, die Einfihrung von 1-3 bp

(Tab. 36). Die Insertion der 3 bp erfolgte bei der Transfektion mit pX458Faex7

(Tab. 36, C2). Zusatzlich gab es bei der Transfektion mit pX459Faex7 eine

Punktmutation (Tab. 36, C3). Von 18 sequenzierten Einzelkolonien enthielten drei

eine Mutation. Dies entspricht einer Effizienz von 17 %.

Tab. 37: Mutationen in den Einzelklonsequenzen von Exon9 des FANCA-Gens.

WT c T 6 T €C CCCACAGATT CGT CSGSGT CTGATGTTCTCTGTCAGAG
C1 c T 6 1T C - - - - - - G AT CGTCGGT CTGATGTT CT CTGT CAGAG
Cc2 c T e66TC CCCC- - - - - - - 6G6GCGSGTCT GATSGTTCT CTGT CAGAG
Cc3 ¢cTce6TmTCCCCA- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 6CAGASG
WT: Referenzsequenz, C1 - C3: drei Kolonien, die eine Mutation aufwiesen. Die PAM ist in rot

dargestellt. -: deletierte Nukleotide.

Die Einzelklonsequenzierung von Exon9 hat mehrere Deletionen ergeben (Tab.
37). Es liegen Deletionen von 6 bp, 7 bp und 20 bp vor. Die kleineren Deletionen
sind bei der Transfektion mit pX459Faex9 aufgetreten (Tab. 37, C1+C2). Die
groRRere Deletion trat bei der Transfektion mit pX458Faex9 (Tab. 37, C3) auf. Von
17 sequenzierten Einzelkolonien enthielten drei eine Mutation. Dies entspricht

einer Effizienz von 18 %.

Tab. 38: Mutationen in den Einzelklonsequenzen von Exon10 des FANCA-Gens.

wr 6 CA GGA GG CGTI CAGT CGSGT TCGTACAAGGT CG GG GTGAGSGT

WT: Referenzsequenz, C1: eine Kolonie, die eine Mutation aufwies. Die PAM ist in rot dargestellt.
-: deletierte Nukleotide.

Die Transfektion mit pX459Faex10 hat zu einer Deletion von 37 bp gefuhrt (Tab.

38). In der Analyse der transfizierten iPS-Zellen konnten keine weiteren

Mutationen identifiziert werden. Von 5 sequenzierten Einzelkolonien enthielt eine

Kolonie eine Mutation. Dies entspricht einer Effizienz von 20 %.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass es in den STE-Zellen méglich ist, mit

den verwendeten sgRNAs Mutationen in den FANCA-Exonen 7, 9 und 10
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einzufihren. Bei den iPS-Zellen war dies nicht mdglich, da hier bei der PCR
mehrfach keine Amplikons amplifiziert werden konnten. Dies kodnnte darauf
hinweisen, dass in diesen Zellen grofl3ere Deletionen generiert wurden. Fir einen

Nachweis missten neue, weiter entfernt liegende PCR-Primer entwickelt werden.

5.5 Optimierung der Mikroinjektion in  parthenogenetischen
Schweineeizellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass es mdglich ist, Mutationen in porzinen

Zellen einzufiihren, soll Gberprift werden, ob dies auch in parthenogenetischen

porzinen Embryonen mdéglich ist. Bei erfolgreicher INDEL-Induktion kénnte dieser

Ansatz direkt auf fertilisierte Oozyten Ubertragen werden. Kritische Parameter fir

die Eizelleninjektion sind das Entwicklungsstadium, die Konzentration der

CRISPR/Cas9-Plasmide und das Injektionsvolumen.

Die Eizellen stammen aus Schlachthof-Ovarien. Uber die in vitro-Reifung
gelangen die Eizellen in die Mll-Phase. Die Parthenogenese wird durch einen
elektrischen Impuls oder mittels chemischer Substanzen aktiviert. Die Aktivierung
der MII-Oozyten dient als Orientierungspunkt fur die Mikroinjektion in
parthenogenetische porzine Embryonen. Durch die Aktivierung wird in der
unbefruchteten Eizelle die Embryonalentwicklung artifiziell herbeigefihrt. Hier
sollte zunachst untersucht werden, ob der Injektionszeitpunkt einen Einfluss auf
die Erfolgsrate der Injektion hat. Als Zeitpunkt wurde die Injektion unmittelbar vor
der elektrischen Aktivierung und unmittelbar nach der chemischen Aktivierung
ausgewahlt. Dabei wurde untersucht, ob die Entwicklungs- und Transfektionsrate
der injizierten parthenogenetischen Embryonen zu den beiden Zeitpunkten
unterschiedlich ist. Die beiden Versuchsgruppen werden im Folgenden ,Vor der

Aktivierung“ (vAkt) und ,Nach der Aktivierung® (nAkt) genannt.

Bei der Injektion der Versuchsgruppen vAkt und nAkt wurde eine Injektionslosung
mit pT2Venus, pCMV/SB100 und TMR-Dextran verwendet. Das Plasmid
pT2Venus ist ein Reporterplasmid, welches einen Venus-Reporter kodiert (Abb.
37 A).
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Abb. 37: Plasmidkarte von pT2Venus (A) und pCMV/SB100 (B). Hervorgehoben sind der CAGGS-

Promoter, die Inverted Terminal Repeats und der Venus-kodierende Bereich.

Es befinden sich zwei sich wiederholende Bereiche im Plasmid (Inverted Terminal
Repeats, ITR), welche den Venus-Reporter flankieren. Das Plasmid wird als
Reporter verwendet, um mittels Fluoreszenz die Transfektionsrate und —effizienz
zu analysieren. Zudem wird das Plasmid pCMV/SB100 verwendet (Abb. 37 B). Auf

diesem ist die Sleeping Beauty Transposase kodiert.

Liegen die Plasmide pT2Venus und pCMV/Sb100 in Kombination vor, kann der
Venus-Reporter in das Genom integriert werden. Dadurch wird in den
parthenogenetischen  porzinen  Embryonen  angezeigt, ab  welchem
Entwicklungszustand die injizierten Plasmide aktiv sind. Dies wird durch die
Venus-Fluoreszenz dargestellt. Weiterhin wurde der Farbstoff TMR-Dextran
injiziert, der darstellt, ob die Injektionslésung injiziert wurde und ob die Injektion
gleichmafiig erfolgte. Die Plasmide hatten eine Gesamtkonzentration von 18 ng/pl

und der Farbstoff TMR-Dextran eine Konzentration von 2 ng/ul.

Es wurden fir die Kulturkontrolle als auch fur die Versuchsgruppen vAkt und nAkt
parthenogenetische porzine Oozyten mikroinjiziert und untersucht. Die
Kulturkontrolle bestand Eizellen, die ohne Mikroinjektion pipettiert und kultiviert
wurden. Sie geben einen Hinweis auf die Entwicklungsfahigkeit der Eizellen.
Anschlieend wurden die Entwicklungsstadien aufgezeichnet, sowie die
Embryonen, welche Fluoreszenz aufwiesen. Abb. 38 zeigt die Kulturkontrolle, in

der wie erwartet keine Fluoreszenz detektierbar war.
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Abb. 38: Kulturkontrolle der parthenogenetischen porzinen Embryonen bei der Optimierung der
Mikroinjektion. Dargestellt sind Oozyten, 2-Zell-Stadium, 4-Zell-Stadium, 8-Zell-Stadium und
Blastozysten als Weililicht- und als Fluoreszenzaufnahme.

Die Entwicklung der Embryonen in der Kulturkontrolle dienen als Standard fur die
Versuchsgruppen vAKt und nAkt.

Oozyte 2-Zell-Stadium  4-Zell-Stadium 8-Zell-Stadium Blastozyste
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Abb. 39: Injektion vor der Aktivierung von parthenogenetischen porzinen Embryonen. Dargestellt
sind Oozyten, 2-Zell-Stadium, 4-Zell-Stadium, 8-Zell-Stadium und Blastozysten als Weil3licht- und

als Fluoreszenzaufnahme.

TMR-

In Abb. 39 sind die Entwicklungsstadien und die detektierte Fluoreszenz der
Versuchsgruppe VAkt dargestellt. Die Entwicklung verlief wie bei der
Kulturkontrolle. Die Venus-Fluoreszenz ist ab dem 8-Zell-Stadium in den
Embryonen erkennbar, wahrend die TMR-Fluoreszenz ab dem Injektionszeitpunkt

detektierbar ist. Die Venus-Fluoreszenz zeigt an, dass injizierte Reporter ab dem
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8-Zell-Stadium in parthenogenetischen Embryonen erkennbar exprimiert werden.

Die TMR-Fluoreszenz zeigt die unterschiedlichen Injektionsvolumina an.

Oozyte 2-Zell-Stadium  4-Zell-Stadium 8-Zell-Stadium  Blastozyste
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Abb. 40: Injektion nach der Aktivierung von parthenogenetischen porzinen Embryonen. Dargestellt
sind Oozyten, 2-Zell-Stadium, 4-Zell-Stadium, 8-Zell-Stadium und Blastozysten als WeiR3licht- und

als Fluoreszenzaufnahme.

In Abb. 40 sind die Entwicklungsstadien und die detektierte Fluoreszenz der
Versuchsgruppe nAkt dargestellt. Es ist bereits ab dem 4-Zell-Stadium eine
Venus-Fluoreszenz zu beobachten. Dies zeigt, dass ab dem 4-Zell-Stadium der
Reporter erkennbar exprimiert wird. Die TMR-Fluoreszenz ist in allen
Entwicklungsstadien erkennbar, jedoch gibt es bei der Injektion nAkt eine
Verteilung innerhalb der injizierten Embryonen. Die Variationen der
Injektionsvolumina werden durch unterschiedliche Fluoreszenz-Intensitaten

dargestellt.

Zwischen den Versuchsgruppen gibt es morphologische Unterschiede in den
Entwicklungsstadien. Bei der Versuchsgruppe VAkt sind die Entwicklungsstadien
morphologisch gut zu unterscheiden und einzuordnen, wahrend die bei der
Versuchsgruppe nAkt ab dem 4-Zell-Stadium erschwert war. Weiterhin war die
spezifische Venus-Fluoreszenz im Versuch vVvAkt ab dem 8-Zell-Stadium
erkennbar, bei dem Versuch nAkt jedoch schon am dem 4-Zell-Stadium. Es fallt
jedoch auch auf, dass die Variation der Injektionsvolumina bei dem Versuch vAkt
weniger verteilt war, als bei dem Versuch nAkt. Bei der Injektion in der

Versuchsgruppe nAkt gab es zudem das Problem, dass 5 — 10 % der injizierten
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Eizellen zum Zeitpunkt 3 Std. nach Aktivierung bereits im 2-Zell-Stadium waren,

wodurch die Mikroinjektion erschwert wurde.

Insgesamt wurden in der Kulturkontrolle 195 Oozyten, in der Versuchsgruppe vAkt
204 Oozyten und in der Versuchsgruppe nAkt 204 Oozyten eingesetzt und fur die
Kultivierung und Analyse verwendet (Abb. 41).
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Abb. 41: Entwicklungsunterschiede zwischen verschiedenen Versuchsgruppen bei der
Optimierung der Mikroinjektion in parthenogenetischen porzinen Embryonen. Im Vergleich sind die

Kulturkontrolle, sowie die Versuchsgruppen vAkt und nAkt dargestellt, n = 4.

Es wurde eine Teilungsrate von 38 % in der Kulturkontrolle, von 27 % in der
Versuchsgruppe vAkt und von 18 % in der Versuchsgruppe nAkt beobachtet.
Weiterhin haben sich 27 % der Oozyten der Kulturkontrolle zu Blastozysten
entwickelt, wahrend dieses bei der Versuchsgruppe vAkt 18 % der Oozyten waren
und 5% bei der Versuchsgruppe nAkt (Abb. 41). Durch die Mikroinjektion
entwickelten sich in den Versuchsgruppen weniger Embryonen als bei der
Kulturkontrolle. Zudem wurde ermittelt, wie hoch die Rate der sich entwickelten

fluoreszierenden Embryonen war.

78



Ergebnisse

250
N
=
1]
&
& 200
S
-
s
'E' 150 H Injektion vor der
£ Aktivierung, Venus
g 100 Injektion nach der
.E Aktivierung, Venus
= 50 ® Injektion vor der
; I I I Aktivierung, TMR
E 0 ' ' —— -0 Injektion nach der
< & <& & & N Aktivierung, TMR
O,.;i'r «aé’\) 96\0 ,b&o 017{:
© & & & &
IO P S
Vv > Y
Entwicklungszustand

Abb. 42: Fluoreszenznachweis zwischen verschiedenen Versuchsgruppen bei der Optimierung der
Mikroinjektion in parthenogenetischen porzinen Embryonen. Im Vergleich sind die Kulturkontrolle

sowie die Versuchsgruppen vAkt und nAkt dargestellt, n = 4.

Es zeigten 2 % der sich entwickelten Embryonen im 8-Zell-Stadium (Tag 3 nach
der Injektion) und 14 % der sich entwickelten Blastozysten (Tag 6 nach der
Injektion) der Versuchsgruppe VAkt eine Venus-Fluoreszenz. In der
Versuchsgruppe nAkt hingegen zeigten 7 % der sich entwickelten Embryonen im
8-Zell-Stadium (Tag 3 nach der Injektion) und 36 % der sich entwickelten
Blastozysten (Tag 6 nach der Injektion) eine Venus-Fluoreszenz (Abb. 42). Die
TMR-Fluoreszenz ist in jedem Entwicklungsstadium erkennbar. Wahrend der
Entwicklung nimmt die TMR-Intensitat ab, durch die Spaltungsteilungen der

Embryonen.

Es lasst sich zusammenfassen, dass es zwischen den Versuchsgruppen vAkt und
nAkt an Tag O der Entwicklung, im Oozyten-Stadium einen Unterschied in der
Detektion der TMR-Fluoreszenz gab. In der Versuchsgruppe nAkt konnte direkt
nach der Injektion in mehr Oozyten eine TMR-Fluoreszenz nachgewiesen werden
als in der Versuchsgruppe VvAkt. Dieser Unterschied glich sich in dem Zeitraum
zwischen Oozyten-Stadium und 2-Zell-Stadium aus. Ansonsten konnte kein

Unterschied in der Entwicklungs- und Transfektionsfahigkeit festgestellt werden.
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5.6 Spezifische FANCA INDEL-Bildung in parthenogenetischen

porzinen Embryonen

5.6.1 Mikroinjektion in parthenogenetische Embryonen mit den C-Check-
Konstrukten
Nach der Optimierung des Zeitpunktes der Mikroinjektion wurde mit der
Mikroinjektion von C-Check-Plasmiden begonnen. Hierbei wurde zwischen den
Plasmiden C-Check Exon7 (CCEx7), C-Check Exon9 (CCEx9) und C-
Check_Exonl10 (CCEx10) unterschieden. Neben den C-Check-Plasmiden wurde
auch pX330 und pJoker injiziert. Das Plasmid pX330 kodiert die Cas9 und pJoker
die sgRNA. Dies ermoglicht die Induktion eines Doppelstrangbruchs in den
entsprechenden Exonen. Das C-Check-Plasmid enthalt zwei Reporter. Es wird ein
asRed-Reporter kodiert, dessen Fluoreszenz die Transfektionseffizienz anzeigt.
Weiterhin kodiert das Plasmid einen eGFP-Reporter. Dieser ist geteilt in zwei
Sequenzen unterschiedlicher Gréf3e (1 —600bp und 100 —720 bp), die die
FANCA-Zielsequenzen fur die sgRNA flankieren. Die Kombination aus Cas9 und
sgRNA ermdglicht die Einfuhrung eines Doppelstrangbruchs in der Zielsequenz.
Da die eGFP-Bereiche eine 500 bp-langen homologen Bereich haben, wird der
Doppelstrangbruch mittels homologer Rekombination repariert, was zu einem
funktionellen eGFP-Reporter und somit zu einer eGFP-Fluoreszenz fuhrt. Dadurch
kann die Rate an erfolgten Doppelstrangbriichen und somit die Rate der
homologen Rekombination ermittelt werden. Dies gibt einen Hinweis auf den
prozentualen Anteil der Embryonen, in denen das Reporterplasmid einer
homologen Rekombination unterliegt. Neben den Versuchsgruppen gab es eine
Kulturkontrolle und eine Injektionskontrolle. Bei der Injektionskontrolle wurde
Injektionspuffer injiziert, die Kulturkontrolle blieb unbehandelt. Es wurden

Aufnahmen von den Zellstadien Oozyte, 8-Zell-Stadium und Blastozyste gemacht.
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Abb. 43: Kulturkontrolle von parthenogenetischen porzinen Embryonen mit der Injektion von C-

asRed-

Check. Dargestellt sind Oozyten, 8-Zell-Stadium und Blastozysten als Weildlicht- und als

Fluoreszenzaufnahme.

In Abb. 43 ist die Kulturkontrolle dargestellt, die bei der Versuchsgruppe mit der
Injektion von CCEx7 angelegt wurde. Wie erwartet, ist keine Fluoreszenz

erkennbar. Die Entwicklung der Zellstadien dient den Injektionen als Kontrolle.
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Abb. 44: Injektionskontrolle von parthenogenetischen porzinen Embryonen mit der Injektion von C-
Check. Dargestellt sind Oozyten, 8-Zell-Stadium und Blastozysten als Weililicht- und als

Fluoreszenzaufnahme.

Weiterhin ist in Abb. 44 die Injektionskontrolle dargestellt, die bei der
Versuchsgruppe mit der Injektion von CCEx7 angelegt wurde. Die

Injektionskontrolle zeigt ebenfalls, wie erwartet, keine Fluoreszenz, da diese nur
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mit Injektionspuffer injiziert wurde. Die Entwicklung der Embryonen nach der

Injektion mit dem Injektionspuffer entspricht der Entwicklung in der Kulturkontrolle.

Oozyte 8-Zell-Stadium Blastozyste
®_
E ---
[}
N
(2]
, O
o oS
L >
(ONTH
d
()
L ®
3
% 3
© L

Abb. 45: Injektion von C-Check von parthenogenetischen porzinen Embryonen. Dargestellt sind

Oozyten, 8-Zell-Stadium und Blastozysten als WeiRlicht- und als Fluoreszenzaufnahme.

Schlielich wurde in der Versuchsgruppe CCEx7 in den Blastozysten die
spezifische eGFP- und asRed-Fluoreszenz festgestellt (Abb. 45). Die asRed-
Fluoreszenz zeigt, dass die Transfektion der Oozyte erfolgreich war. Die eGFP-
Fluoreszenz zeigt hingegen, dass es im C-Check-Plasmid zur homologen
Rekombination kam. Dies zeigt, dass sowohl Cas9 als auch sgRNA im Embryo
exprimiert wird und aktiv ist. Es lasst sich vermuten, dass in der Blastozyste mit
eGFP-Fluoreszenz auch eine genetische Modifikation im Exon7 des FANCA-Gens

im Genom erfolgt ist.

Im Weiteren wurde die Anzahl der parthenogenetischen Embryonen im
entsprechenden Entwicklungszustand gezahlt und die Anzahl der Embryonen,
welche eine oder beide der spezifischen Fluoreszenzen enthielt, dokumentiert. Fur
die Versuche mit den C-Check-Plasmiden wurden folgende Injektionsldsungen
verwendet (Tab. 39).
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Tab. 39: Verwendete Plasmidlésungen fir die Mikroinjektion mit C-Check.

Injektionslésung Gesamt- Anzahl an

konzentration Experimen-

(ng/pl) taltagen
Cas9 + C-Check _Exon7 + pJoker (Exon7) 49 4
Cas9 + C-Check _Exon9 + pJoker (Exon9) 53/49 5
Cas9 + C-Check_Exon10 + pJoker (Exon10) 55/53 6

Die zytoplasmatische Injektion von CCEx7, 9 und 10 dient der Uberprifung,
inwiefern es moglich ist, im FANCA-Gen mit der Injektion einer Injektionslésung
bestehend aus drei unterschiedlichen Plasmiden INDELs zu bilden und diese mit

dem C-Check-Plasmid nachverfolgen zu kdnnen.
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5.6.1.1 Mikroinjektion mit Cas9, C-Check_Exon7 und sgRNA_Exon7

Die Versuchsgruppe CCEx7 diente der Untersuchung der zytoplasmatischen
Mikroinjektion fur die Induktion einer genetischen Modifikation in Exon7 im
FANCA-Gen. Es wurde untersucht, wie effizient sich bei der Verwendung von
pX330 mit pJoker (Exon7) eine genetische Modifikation in der Zielsequenz des
Exons7 des FANCA-Gens induzieren lasst. Hierflr wurden in der Kulturkontrolle
239 Oozyten, in der Injektionskontrolle 228 Oozyten und in der Injektionsgruppe

205 Oozyten injiziert, aktiviert und fir die Kultivierung und Analyse verwendet.
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Abb. 46: Entwicklungsunterschiede zwischen der Kulturkontrolle, der Injektionskontrolle und der
Versuchsgruppe nach der Mikroinjektion mit der Cas9-Nuklease, C-Check Exon7 und der
SgRNA_Exon7, n = 4.

In der Kulturkontrolle wurde eine Teilungsrate von 69 % und in der
Injektionskontrolle von 45 % beobachtet. Die Versuchsgruppe CCEX7 zeigt eine
Teilungsrate von 34 %. Weiterhin haben sich 57 % der Oozyten der Kulturkontrolle
zu Blastozysten entwickelt. Bei der Injektionskontrolle haben sich 18 % der
Oozyten und bei der Versuchsgruppe CCEx7 13 % der Oozyten zu Blastozysten
entwickelt (Abb. 46). Die Mikroinjektion flhrt zu einer geringeren Entwicklungsrate

im Vergleich zur Kulturkontrolle.

Zudem wurde ermittelt, wie viele der sich entwickelten Embryonen eine

spezifische asRed- und eGFP-Fluoreszenz des C-Check-Reporters aufweisen.
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Abb. 47: Fluoreszenznachweis in der Versuchsgruppe nach der Mikroinjektion mit der Cas9-
Nuklease, C-Check_Exon7 und der sgRNA_Exon7, n = 4.

Wahrend in der Kultur- und Injektionskontrolle keine Fluoreszenz nachweisbar
war, zeigten 23 % der sich entwickelten Blastozysten aus der Injektion mit CCEX7
sowohl eine eGFP- als auch eine asRed-Fluoreszenz (Abb. 47). Durch die eGFP-
Fluoreszenz wird gezeigt, dass es im C-Check-Plasmid zur homologen
Rekombination kam. Dementsprechend ist es wahrscheinlich, dass diese

Blastozysten auch im Genom spezifisch mutagenisiert wurden.

AnschlieRend wurden die Blastozysten in Pools lysiert. Es folgte eine PCR. Das
daraus entstandene Amplikon wurde in den pGEM-T Easy-Vektor ligiert und in
E.coli DH5a transformiert. Es wurden zehn E.coli-Kolonien sequenziert. Dabei

konnten verschiedene Mutationen im FANCA-Gen identifiziert werden.

Tab. 40: Einzelkolonie-Sequenzen nach der Mikroinjektion mit C-Check_Exon7.

Wwr GG T C C A G T CCGUCACACTCSGACGTTCGOC

C1

c2 G T
cC3 G T
c4 G T C C A G T C

G C
G C
G A G CTGT G C

G C
G C

cC G C
T C G C

oo o
> > >

oo o
>

oo ofo
> > > »|>
O 0 016
> > >|>
S
O 0 016
- 4 A+

cC G C
cC G C
cC G C T C G C C

A
A
A
4.

WT: Referenz-Sequenz, C1 — C4: vier Kolonien mit Mutationen. Die PAM ist in rot dargestellt.

-: deletierte Nukleotide.

Die identifizierten Mutationen sind in Tab. 40 im Vergleich zur Referenz-Sequenz
(Tab. 40, WT) aufgetragen. Es wurden vier verschiedene Mutationen identifiziert

(Tab. 40, C1-C4). Dabei handelt es sich um Deletionen. Diese haben eine Grol3e
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von 4 bp, 5 bp, 6 bp und 40 bp. Von 21 sequenzierten Einzelkolonien konnte in
vieren eine Mutation nachgewiesen werden. Dies entspricht einer

Mutationseffizienz von 19 %.

Somit lasst sich schlussfolgernd sagen, dass es mdglich ist, unter Verwendung
von pX330 und pJoker (Exon7) eine genetische Verdnderung im Exon7 des

porzinen FANCA-Gens zu induzieren.

5.6.1.2 Mikroinjektion mit Cas9, C-Check Exon9 und sgRNA_Exon9

Anschliel3end folgte die Mikroinjektion von CCEx9. Damit wurde untersucht, wie
effizient sich bei der Verwendung von pX330 mit pJoker (Exon9) eine genetische
Veranderung in der Zielsequenz des Exons9 des FANCA-Gens induzieren lasst.
Fur die Analyse wurden 320 Oozyten in der Kulturkontrolle, 318 Oozyten in der
Injektionskontrolle und 326 Oozyten in der Versuchsgruppe mit der Injektion von

CCEX9 injiziert, aktiviert und kultiviert.
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Abb. 48: Entwicklungsunterschiede zwischen der Kulturkontrolle, der Injektionskontrolle und der
Versuchsgruppe nach der Mikroinjektion mit der Cas9-Nuklease, C-Check_Exon9 und der
SgRNA_Exon9, n = 6.

Von den Oozyten in der Kulturkontrolle haben sich 60 % geteilt, in der
Injektionskontrolle waren es 37 % und in der Versuchsgruppe 28 %. Zu
Blastozysten entwickelt haben sich 33 % der Oozyten der Kulturkontrolle, 14 %

der Oozyten der Injektionskontrolle und 13% der Oozyten aus der
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Versuchsgruppe (Abb. 48). Die Mikroinjektion fuhrt zu einer geringeren

Entwicklungsrate im Vergleich zur Kulturkontrolle.

Zusatzlich wurde neben den Teilungs- und Entwicklungsraten auch bestimmt,

welche spezifische Fluoreszenz erkennbar ist.
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Anzahl an Embryonen mit Fluoreszenz
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Oozyte 2-Zell-Stadium  8-Zell-Stadium Blastozyste

Entwicklungszustand

Abb. 49: Fluoreszenznachweis in der Versuchsgruppe nach der Mikroinjektion mit der Cas9-
Nuklease, C-Check _Exon9 und der sgRNA_Exon9, n = 6.

Es zeigen 2 % der sich entwickelten Embryonen im 8-Zell-Stadium nach der
Injektion mit CCEx9 eine eGFP-Fluoreszenz und 4 % eine asRed-Fluoreszenz.
Bei den Blastozysten zeigen 13 % eine eGFP- und asRed-Fluoreszenz. Es
wurden somit insgesamt 4 % der injizierten Oozyten, die sich bis zum 8-Zell-
Stadium entwickelt haben, und 13 % der Blastozysten erfolgreich mit CCEx9
transfiziert, was durch die asRed-Fluoreszenz erkennbar ist. Bei 13 % der sich
entwickelten Blastozysten kam es zur homologen Rekombination, was durch die
eGFP-Fluoreszenz dargestellt wird. In diesen Blastozysten ist vermutlich eine

genetische Veranderung entstanden.

Anschlie3end wurden die sich entwickelten Embryonen im 8-Zell-Stadium und die
Blastozysten, die eine GFP-Fluoreszenz aufwiesen, lysiert. Es wurden bakterielle
Einzelklone generiert und sequenziert. Dabei konnten verschiedene Mutationen im
FANCA Exon9 identifiziert werden.
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Tab. 41: Einzelkolonie-Sequenzen nach der Mikroinjektion mit C-Check_Exon9.

wr € T G T €C C C C A CAGAT CGTCGSGT CTGATSGTT CTCTGT CATGASG

¢cT ¢ T 66 T CCCCACA- ATT CGT CSGSGT CTSGATSGTT CT CTGT CAGAG
¢cz ¢cT1T G6GTOCTCTCCAS- - - AT CGT CGSGT CTGATSGTT CT CTGT CATGAG

WT: Referenz-Sequenz, C1 + C2: zwei Kolonien mit Mutationen. Die PAM ist in rot dargestellt.

-: deletierte Nukleotide.
Die identifizierten Mutationen sind in Tab. 41 im Vergleich zur Referenz-Sequenz
(Tab. 41, WT) aufgetragen. Es konnten zwei verschiedene Mutationen identifiziert
werden (Tab. 41, C1, C2). Dabei handelt es sich um Deletionen mit einer Grol3e
von 1 bp und 3 bp. Von 13 sequenzierten E.coli-Kolonien konnte in zweien eine
Mutation nachgewiesen werden. Dies entspricht einer Mutationseffizienz von
15 %.

Es lasst sich schlussfolgern, dass es unter Verwendung von pX330 und pJoker
(Exon9) mdoglich ist, eine genetische Veranderung im Exon9 des porzinen FANCA-

Gens zu induzieren.
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5.6.1.3 Mikroinjektion mit Cas9, C-Check_ Exon10 und sgRNA_Exon10

SchlieB3lich erfolgte die zytoplasmastische Injektion mit CCEx10. Damit wurde
untersucht, wie effizient bei der Verwendung von pX330 mit pJoker (Exon10) sich
eine genetische Veranderung in der Zielsequenz des Exons10 des FANCA-Gens
induzieren lasst. Insgesamt wurden in der Kulturkontrolle 234 Oozyten, in der
Injektionskontrolle 230 Oozyten und in der Versuchsgruppe 233 Oozyten injiziert,

aktiviert und kultiviert.
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Abb. 50: Entwicklungsunterschiede zwischen der Kulturkontrolle, der Injektionskontrolle und der
Versuchsgruppe nach der Mikroinjektion mit der Cas9-Nuklease, C-Check _Exonl0 und der
sgRNA_Exonl10, n=5.

In der Kulturkontrolle teilten sich 61 % der Oozyten, in der Injektionskontrolle 47 %
der Oozyten und in der Versuchsgruppe 40 % der Oozyten. Zudem haben sich
42 % der Oozyten der Kulturkontrolle, 23 % der Oozyten der Injektionskontrolle
und 17 % der Oozyten der Versuchsgruppe zu Blastozysten entwickelt (Abb. 50).
Die Mikroinjektion fuhrt zu einer verringerten Entwicklungsrate im Vergleich zur

Kulturkontrolle.

Es wurde auch ermittelt, wie hoch die Transfektions- und Mutationsrate in den sich

entwickelten Embryonen ist.
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Abb. 51: Fluoreszenznachweis in der Versuchsgruppe nach der Mikroinjektion mit der Cas9-
Nuklease, C-Check_Exon10 und der sgRNA_Exon10, n = 5.

In der Versuchsgruppe haben 9 % der sich entwickelten Embryonen im 8-Zell-
Stadium eine eGFP- und asRed-Fluoreszenz gezeigt. Bei den Blastozysten zeigen
10 % eine eGFP-Fluoreszenz und 13 % eine asRed-Fluoreszenz (Abb. 51). Somit
wurde in 9 % der sich entwickelten Embryonen im 8-Zell-Stadium die
Injektionslosung transfiziert (asRed-Fluoreszenz). Diese zeigen uber die eGFP-
Fluoreszenz an, dass eine homologe Rekombination in dem Abbild-Vektor der
Zielsequenz stattfand. Es wurde vermutlich auch eine genetische Veréanderung
induziert. Bei den Blastozysten wurden 13 % erfolgreich transfiziert, jedoch ist nur
bei 10 % der Blastozysten ein Hinweis auf eine homologe Rekombination im

Reporterplasmid erkennbar (eGFP-Fluoreszenz).

Die fluoreszierenden Embryonen im 8-Zell-Stadium und Blastozysten wurden in
Pools lysiert. Nach einer PCR wurden die Amplikons in den pGEM-T Easy-Vektor
ligiert und in E.coli DH5a transformiert. Es wurden Einzelkolonien sequenziert.

Dabei konnten verschiedene Mutationen im FANCA Exonl0 identifiziert werden.

Tab. 42: Einzelkolonie-Sequenzen nach der Mikroinjektion mit C-Check_Exon10.

WIT G CAGGAGGT CGTTZ CAGT CG GG GT CGTA ACAAGG GTCG GG GTGATGTGT
Cl - = - - -+ - - . . . . . . L. L . . . . . . . - . . . . - . . . AGGT
C2 - - - - G - - - o+ - - 4 < < - . . . . . . . - . . . . . . . . AGGT
c3 B N - - - G G T

WT: Referenz-Sequenz, C1 — C3: drei Kolonien mit Mutationen. Die PAM ist in rot dargestellt.
- deletierte Nukleotide.
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Die identifizierten Mutationen sind in Tab. 42 im Vergleich zur Referenz-Sequenz
(Tab. 42, WT) dargestellt. Es konnten drei Mutationen identifiziert werden (Tab.
42, C1-C3). Die Deletionen haben eine Grof3e von 43 bp. Von 9 sequenzierten
E.coli-Kolonien konnte in dreien eine Mutation nachgewiesen werden. Dies

entspricht einer Mutationseffizienz von 33 %.

Somit ist es mdglich, unter Verwendung von pX330 und pJoker (Exonl0) eine
genetische Modifikation im Exon10 des porzinen FANCA-Gens einzufihren.

5.6.2 Mikroinjektion in parthenogenetische Embryonen mit den pX458-
Konstrukten

Nach der Mikroinjektion mit C-Check wurde mit pX458 injiziert. Dabei handelt es
sich um ein Plasmid, welches sowohl die Cas9 als auch einen eGFP-Reporter
kodiert. Der eGFP-Reporter stellt dar, wie effizient sich die parthenogenetischen
Embryonen transfizieren lieBen. Im Gegensatz zu C-Check enthélt pX458 keine
zusatzlichen Reporter, mit dem eine homologe Rekombination, und somit ein
Hinweis auf spezifische Mutationen, dargestellt wird. In das Plasmid pX458 wurde
zudem die sgRNA fur die jeweiligen Exone, die im FANCA-Gen modifiziert werden
sollen, ligiert. Die so entstandenen Plasmide kodieren so auch die entsprechende
sgRNA. Die Plasmide werden im folgenden pX458Faex7, pX458Faex9 und
pX458Faex10 genannt.

Neben den Versuchsgruppen mit der zytoplasmatischen Injektion von
pX458Faex7, pX458Faex9 und pX458Faex10 gab es eine Kulturkontrolle und eine
Injektionskontrolle. Bei der Injektionskontrolle wurde Injektionspuffer injiziert, die
Kulturkontrolle wurde ohne Injektion aktiviert und kultiviert. Es wurden Aufnahmen
von den Zellstadien Oozyte, 8-Zell-Stadium und Blastozyste gemacht. Fir die
Bestimmung der Transfektionsrate wurde die eGFP-Fluoreszenz untersucht.
Zudem wurde fur den Vergleich mit den C-Check-Injektionslésungen die asRed-
Fluoreszenz aufgenommen. Diese sollte bei der Injektion mit pX458 negativ sein.
Die Kulturkontrolle und die Injektionskontrolle zeigten, wie erwartet, keine

Fluoreszenz.
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Abb. 52: Injektion von pX458 in parthenogenetische porzine Embryonen. Dargestellt sind Oozyten,
8-Zell-Stadium und Blastozysten als Weilllicht- und als Fluoreszenzaufnahme Der GFP-Reporter

ist auf dem sgRNA- und Cas9-Plasmid lokalisiert.

Nach der Injektion mit pX458Faex7 zeigten die Embryonen im 8-Zell-Stadium
sowie die Blastozysten eine eGFP-Fluoreszenz. Die Fluoreszenz zeigt an, dass

die Embryonen erfolgreich transfiziert wurden.

Zudem wurde die Anzahl der parthenogenetischen Embryonen im entsprechenden
Entwicklungszustand gezahlt und die Anzahl der Embryonen, welche die
spezifische Fluoreszenz enthielt, dokumentiert. Fir die Versuche mit den pX458-

Plasmiden wurden folgende Injektionsldsungen verwendet (Tab. 43).

Tab. 43: Verwendete Plasmidldésungen fur die Mikroinjektion von pX458.

Injektionslésung  Gesamtkonzentration  Anzahl an
(ng/ul) Experimentaltagen

pX458Faex7 53/52 6

pX458Faex9 52 8

pX458Faex10 52 4

Die zytoplasmatische Injektion von pX458Faex7, 9 und 10 dient der Uberpriifung,
inwiefern es maoglich ist, in dem FANCA-Gen mit der Injektion eines Plasmids,
welches alle notwendigen Komponenten fir eine genetische Modifizierung mit

dem CRISRP/Cas9-Systems enthalt, spezifische Mutationen einzufthren.
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5.6.2.1 Mikroinjektion mit pX458Faex7

Die Versuchsreihe der Mikroinjektion mit pX458-Plasmide startete mit der
zytoplasmatischen Injektion von pX458Faex7. Es wurde untersucht, wie effizient
sich bei der Verwendung von pX458 eine genetische Modifikation in der
Zielsequenz des Exons7 des FANCA-Gens induzieren lasst und ob die
Verwendung von einem Plasmid, das die Cas9, die sgRNA und einen Reporter
kodiert, effizienter ist, als die Verwendung von einem Cas9-Plasmid, einem
sgRNA-Plasmid und einem Reporterplasmid. Fur die Analyse wurden 324
Oozyten in der Kulturkontrolle, 321 Oozyten in der Injektionskontrolle und 325

Oozyten in der Versuchsgruppe injiziert, aktiviert und Kkultiviert.
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Abb. 53: Entwicklungsunterschiede zwischen der Kulturkontrolle, der Injektionskontrolle und der

Versuchsgruppe nach der Mikroinjektion mit pX458Faex7, n = 6.

In der Kulturkontrolle wurde eine Teilungsrate von 51 %, in der Injektionskontrolle
von 42 % und in der Versuchsgruppe von 43 % festgestellt. Zu Blastozysten
entwickelten sich 41 % der Oozyten in der Kulturkontrolle, 27 % in der
Injektionskontrolle und 28 % in der Versuchsgruppe (Abb. 53). Durch die
Mikroinjektion wird die Entwicklungsrate verringert.

Die sich entwickelten Embryonen wurden auf eine spezifische Fluoreszenz hin

untersucht.
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Abb. 54: eGFP-Expression in der Versuchsgruppe nach der Mikroinjektion mit pX458Faex7, n = 6.

Es zeigten 11 % der sich entwickelten Embryonen im 8-Zell-Stadium und 21 % der
Blastozysten eine eGFP-Fluoreszenz (Abb. 54). Da die eGFP-Fluoreszenz
anzeigt, wie viele Embryonen erfolgreich transfiziert wurden, lasst sich
schlussfolgern, dass 21 % der sich entwickelten Oozyten erfolgreich mit dem
pX458-Plasmid transfiziert wurden und den darauf kodierten Reporter exprimieren,

dieses ist hier ein Indikator fur die Cas9- und die sgRNA-Expression.

Die fluoreszierenden Embryonen im 8-Zell-Stadium und Blastozysten wurden
anschlieBend lysiert. Es folgte eine PCR, dessen Amplikon in den pGEM-T Easy-
Vektor ligiert und in E.coli DH5a transformiert wurde. Die entstandenen
Einzelkolonien wurden sequenziert. Dabei konnten verschiedene Mutationen im
FANCA Exon7 identifiziert werden (Tab. 44).

Tab. 44: Einzelkolonie-Sequenzen nach der Mikroinjektion mit pX458Faex7.

wr G T C C A GTCZCGT CACACTCGACGTT CSGT CTCAGAGTCTCTSGTGC
¢ciL 6 T CCAGTT CTCGTCACACGGACG - - - - - A -

¢c2 G T C CA GT CTCGTCACACGGATC -

¢cs 6 T CCAGTT CTCGTCACACGGACGS-- - - - AGAGTCTSGTGSC

WT: Referenz-Sequenz, C1 — C3: drei Kolonien mit Mutationen. Die PAM ist in rot dargestellt.

-: deletierte Nukleotide.

Die genetisch modifizierten Sequenzen wurden im Vergleich zur Referenz-
Sequenz (Tab. 44, WT) aufgetragen. Dabei sind drei unterschiedliche Mutationen

identifiziert worden (Tab. 44, C1-C3). Es handelt sich um Deletionen mit einer
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GroRe von 5 bp und 31 bp. Die Mutation C2 tritt in den sequenzierten
Einzelkolonien zweimal auf. Von 50 sequenzierten E.coli-Kolonien konnte in
dreien eine Mutation nachgewiesen werden. Dies entspricht einer

Mutationseffizienz von 8 %.

Dies zeigt, dass es mdglich ist unter Verwendung von pX458Faex7 spezifische
Mutationen im Exon7 des porzinen FANCA-Gens zu induzieren. Im Vergleich zur
Injektion von CCEX7 ist erkennbar, dass die Teilungs- und Entwicklungsrate bei
der Injektion mit pX458Faex7 tendenziell besser verlauft als bei CCEx7. Bei der
Transfektionseffizienz ist kein Unterschied erkennbar, jedoch in der Effizienz der
INDEL-Bildung (Tab. 45).

Tab. 45: Vergleich der Mutationseffizienz unterschiedlicher CRISPR/Cas9-Plasmide in Exon7.

Injektionslésung Effizienz der INDEL-
Bildung

pX330 + pJoker + CCEX7 19 %

pX458Faex7 8 %

Die Effizienz der INDEL-Bildung war bei der Verwendung von drei Plasmiden
doppelt so hoch, wie bei der Verwendung einem Plasmid. Ein mdglicher Grund
kann in der Qualitdt der Eizellen liegen, sodass sich weniger Blastozysten
entwickelt haben, die analysiert werden konnten. Es besteht auch die Mdglichkeit,
dass die extrahierte DNA-Menge nicht fir eine PCR-Amplifikation ausreichend
war, sodass bei der Injektion mit pX458Faex7 weniger Mutationen erkannt werden

konnten.

5.6.2.2 Mikroinjektion mit pX458Faex9

Nach der Injektion mit pX458Faex7 folgte die Injektion mit pX458Faex9. Dabei
wurde untersucht, wie effizient sich eine genetische Veranderung Uuber die
zytoplasmatische Injektion mit pX458Faex9 in der Zielsequenz des Exons9 des
FANCA-Gens induzieren lasst. Zudem wird verglichen, ob die Verwendung von
einem Plasmid, das die Cas9, die sgRNA und einen Reporter kodiert, effizienter
ist, als die Verwendung von einem Cas9-Plasmid, einem sgRNA-Plasmid und
einem Reporterplasmid zur Einfihrung spezifischer Mutationen in Exon9 des
FANCA-Gens.
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Zur Analyse wurden in der Kulturkontrolle 414 Oozyten, in der Injektionskontrolle
387 Oozyten und in der Injektionsgruppe 422 Oozyten injiziert, aktiviert und

kultiviert.
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Abb. 55: Entwicklungsunterschiede zwischen der Kulturkontrolle, der Injektionskontrolle und der

Versuchsgruppe nach der Mikroinjektion mit pX458Faex9, n = 8.

Es teilten sich 65 % der Oozyten in der Kulturkontrolle, 51 % der Oozyten in der
Injektionskontrolle und 35 % der Oozyten in der Versuchsgruppe. Zu Blastozysten
entwickelten sich 41 % der Oozyten der Kulturkontrolle, 20 % der Oozyten der
Injektionskontrolle und 13 % der Oozyten der Versuchsgruppe (Abb. 55).
Daraufhin wurde untersucht, wie viele der sich entwickelten Embryonen im 8-Zell-

Stadium und Blastozysten eine spezifische eGFP-Fluoreszenz aufwiesen.
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Abb. 56: eGFP-Expression in der Versuchsgruppe nach der Mikroinjektion mit pX458Faex9, n = 8.

Es zeigten 13 % der sich entwickelten Embryonen im 8-Zell-Stadium und 53 % der
Blastozysten eine eGFP-Fluoreszenz (Abb. 56). Somit wird in 53 % der sich aus
den mit pX458Faex9 injizierten Blastozysten der Reporter und wahrscheinlich

auch die Cas9 und die sgRNA exprimiert.

Die fluoreszierenden Embryonen im 8-Zell-Stadium und Blastozysten wurden
lysiert. Es folgte eine PCR, dessen Amplikon in den pGEM-T Easy-Vektor ligiert
und in E.coli DH5a transformiert wurde. Die entstandenen Einzelkolonien wurden
sequenziert. Dabei konnten verschiedene Mutationen im FANCA Exon9
identifiziert werden (Tab. 46).

Tab. 46: Identifizierte Mutationen nach der Mikroinjektion mit pX458Faex9.

wr € T G T C C CCACAGATT CGT CGSGTCTSGATGTT CTCTGT CAGASG

¢ciT ¢ T G T CCCOCATC -
¢c2 ¢ T GT COCCCACAGATTCGS- GGOCT -

WT: Referenz-Sequenz, C1 + C2: zwei Kolonien mit Mutationen. Die PAM ist in rot dargestellt.
-: deletierte Nukleotide.
Die genetisch modifizierten Sequenzen wurden im Vergleich zur Wildtyp-Sequenz
(Tab. 46, WT) aufgetragen. Dabei sind zwei unterschiedliche Mutationen
identifiziert worden (Tab. 46, C1, C2). Es handelt sich um Deletionen mit einer
GréfRe von 21 bp und 45 bp. Von 2 sequenzierten E.coli-Kolonien konnte in
zweien eine Mutation nachgewiesen werden. Dies entspricht einer

Mutationseffizienz von 100 %.
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Zusammengefasst lassen sich unter Verwendung von pX458Faex9 spezifische
Mutationen im Exon9 des porzinen FANCA-Gens induzieren. Im Vergleich zur
Injektion von C-Check Exon9 weichen Teilungs- und Entwicklungsrate nicht
voneinander ab. Jedoch ist die Transfektionseffizienz viermal hoher als bei der
Injektion mit CCEx9. Auch die Effizienz zur INDEL-Bildung ist knapp siebenmal
grol3er (Tab. 47).

Tab. 47: Vergleich der Mutationseffizienz unterschiedlicher CRISPR/Cas9-Plasmide in Exon9.

Injektionslosung Effizienz der INDEL-
Bildung

pX330 + pJoker + CCEx9 15 %

pX458Faex9 100 %

Ein mdglicher Grund kann in der Qualitat der Eizellen liegen, sodass sich weniger
Blastozysten entwickelt haben, die analysiert werden konnten. Es besteht auch die
Moglichkeit, dass die extrahierte DNA-Menge nicht fur eine PCR-Amplifikation
ausreichend war, sodass bei der Injektion mit CCEx9 weniger Mutationen erkannt

werden konnten.

5.6.2.3 Mikroinjektion mit pX458Faex10

Schlie3lich erfolgte die Mikroinjektion mit pX458Faex10. Es wurde untersucht, wie
effizient eine genetische Modifikation unter Verwendung von pX458Faex10 in der
Zielsequenz des Exonsl0 des FANCA-Gens einzufihren ist und ob die
Verwendung von einem Plasmid effizienter ist als die Verwendung von drei
Plasmiden. Es wurden in der Kulturkontrolle 198 Oozyten, in der
Injektionskontrolle 196 Oozyten und in der Versuchsgruppe 197 Oozyten injiziert,

aktiviert und kultiviert.
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Abb. 57 Entwicklungsunterschiede zwischen der Kulturkontrolle, der Injektionskontrolle und der

Versuchsgruppe nach der Mikroinjektion mit pX458Faex10, n = 4.

Es wurde eine Teilungsrate von 59 % in der Kulturkontrolle, von 47 % in der
Injektionskontrolle und von 44 % in der Versuchsgruppe beobachtet. Weiterhin
haben sich 39 % der Oozyten der Kulturkontrolle zu Blastozysten entwickelt,
wahrend dieses bei der Injektionskontrolle 23 % der Oozyten waren und 11 % bei
der Versuchsgruppe (Abb. 57). Die Entwicklungsrate wurde durch die
Mikroinjektion verringert. Die Entwicklungsstadien wurden auf eine spezifische

eGFP-Fluoreszenz hin untersucht.
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Abb. 58: eGFP-Expression in der Versuchsgruppe nach der Mikroinjektion mit pX458Faex10,
n=4.
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Von den Embryonen, die mit pX458Faex10 injiziert wurden, zeigten 28 % der im
8-Zell-Stadium befindlichen Embryonen und 45 % der Blastozysten eine eGFP-
Fluoreszenz (Abb. 58).

Diese fluoreszierenden Embryonen wurden lysiert. Es folgte eine PCR, dessen
Amplikons in den pGEM-T Easy-Vektor ligiert und in E.coli DH5a transformiert
wurden. Die Einzelkolonien wurden sequenziert. Dabei konnten verschiedene
Mutationen im FANCA Exonl0 identifiziert werden (Tab. 48).

Tab. 48: Identifizierte Mutationen nach der Mikroinjektion mit pX458Faex10.

WT G C G G C G T A C A A G GC G GTGAGGTGT CTGSGTGAGTCC
C1 G C GG GGCGTACAAAGGT CGGTGAGGTGT CTGGTGAGTTCC
Cc2 G C - Cc G G T GA GGTGOCTGGTGAGTTCOC
C3 T G A GGTGOCTGGTGAGTCC
C4 G ¢ GG C G - G - - - - - - - - - G A GGTGT CTGGTGAGTTCC

WT: Referenz-Sequenz,_Cl — C4: vier Kolonien mit Mutationen. Punktmutationen und Insertionen
sind unterstrichen. Die PAM ist in rot dargestellt. -: deletierte Nukleotide.
Die genetisch modifizierten Sequenzen wurden im Vergleich zur Referenz-
Sequenz (Tab. 48, WT) aufgetragen. Die PAM-Sequenz ist in rot dargestellt.
Dabei sind vier unterschiedliche Mutationen identifiziert worden (Tab. 48, C1-C4).
Es handelt sich um Deletionen mit einer Gréf3e von 13 bp und 43 bp sowie um
Insertionen von 1 bp und Punktmutationen in C2 und C4. Von 10 sequenzierten
E.coli-Kolonien konnte in vieren eine Mutation nachgewiesen werden. Das

entspricht einer Mutationseffizienz von 40 %.

Die Sequenzen zeigen, dass es unter Verwendung von pX458Faex10 mdoglich ist,
spezifische Mutationen im Exonl10 des porzinen FANCA-Gens zu induzieren. Im
Vergleich zur Injektion von CCEx10 weichen Teilungs- und Entwicklungsrate nicht
voneinander ab. Jedoch ist die Transfektionseffizienz knapp viermal héher als bei
der Injektion mit CCEx10. Die Effizienz zur Bildung von INDELs ist bei beiden
Plasmidsystemen nahezu gleich (Tab. 49).

Tab. 49: Vergleich der Mutationseffizienz unterschiedlicher CRISPR/Cas9-Plasmide in Exon10.

Injektionslésung Effizienz der INDEL-
Bildung

pX330 + pJoker + CCEx10 33 %

pX458Faex10 40 %
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5.7 Off-Target Analyse

Durch die Off-Target Analyse der STE- und primaren Zellen wird Uberprift, ob
neben der anvisierten Zielsequenz auch INDELs in anderen genomischen Stellen
unspezifisch  eingefuhrt werden. Dies kann z.B. durch identische

Sequenzabschnitte mit der Zielsequenz erfolgen.
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Abb. 59: Elektropherogramm der Off-Target-Sequenz 2 der sgRNA fur Exon7. In grin-gekastelt ist
die Off-Target Sequenz dargestellt. WT: Referenz-Sequenz, STE 1: mit C-Check transfizierte STE-
Zellen, STE 2: mit pX458 transfizierte STE-Zellen, STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen, iPS:
iPS-Zellen mit pX459 transfiziert14l,

Mit dem Programm Crispor*? wurde nach mdglichen Off-Target-Sequenzen im
Schweinegenom gesucht. Fur die sgRNA_Exon7 wurden insgesamt 836 Off-
Target-Sequenzen gefunden. Davon wurden die zehn Sequenzen ausgewahlt, die
die hochste Wahrscheinlichkeit aufwiesen, von der sgRNA erkannt zu werden.
Diese Sequenzen hatten 2 - 4 Fehlpaarungen relativ zu der Zielsequenz im
FANCA Exon7. Zur Analyse wurden fur die zehn Off-Targets Primerpaare
ausgetestet, wovon bei acht ein Amplikon erzeugt werden konnte. Diese acht Off-
Targets wurden in den STE- und iPS-Zellpools amplifiziert und sequenziert. In
Abb. 59 ist die Sequenzierung einer Off-Target-Sequenz der sgRNA_Exon7
dargestellt.

Fur die sgRNA_Exon9 wurden 38 Off-Target-Sequenzen, bei der sgRNA_Exon10
42 Off-Target-Sequenzen gefunden. Die zehn Sequenzen, die die héchste
Wahrscheinlichkeit aufwiesen, dass die sgRNA diese erkennt, wurden flr die
Analyse ausgewahlt. Die Sequenzen wiesen alle 4 Fehlpaarungen auf. Es wurden
fur die Sequenzen entsprechende Primerpaare bestellt und getestet. Bei den Off-
Targets der sgRNA_Exon9 konnten alle amplifiziert werden, wahrend bei den Off-
Targets der sgRNA_Exon10 nur acht amplifiziert werden konnten. Es konnten

sechs Off-Target-Ereignisse gefunden werden (Tab. 50).
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Tab. 50: Analysierte Off-Target-Sequenzen der sgRNA_Exon7, 9 und 10.

SgRNA Untersuchte  Off- Sequenzierte  Fehl- Off-Target- Nicht
Off-Targets Target- Off-Target- paarungen Ereignisse auswertbar
Position* Sequenzen

Exon7 10 Chr.1(2x), 8 2-4 1 2
2, 3, 4,13,
14 (2x), 15

Exon9 10 chr. 2,3 10 4 1 3
(2x), 6, 13
(3x), 15, X

Exonl0 10 chr. 4, 8 4 4 -
6, 10, 12
(2x), 14
(2x), 15, 17

*Position der Off-Target-Sequenz auf Chromosom X, Chr.: Chromosom.

Vier Off-Target-Sequenzen konnten nicht analysiert werden. Dabei handelt es sich
um die Sequenzen 1 und 4 der sgRNA_Exon7, sowie um die Sequenzen 4 und 10
der sgRNA_Exon9. Die Sequenzierung war womaglich aufgrund zu geringer DNA-
Mengen nicht erfolgreich. Zudem kann ein technischer Fehler vorliegen.
Insgesamt lasst sich sagen, dass die in dieser Arbeit verwendeten sgRNAS nur zu

sehr wenigen Off-Target-Ereignissen fuhren.

Die Genloci und Sequenzen der Off-Targets sind im Anhang aufgelistet.
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5.8 Austestung von anti-FANCA-Antikérpern fir den Nachweis eines
FANCA-Protein-Knockouts

Die Erzeugung spezifischer Mutationen in porzinen FANCA-Gen kann zu einer

verringerten oder nicht mehr vorhandenen Expression des FANCA-Proteins

fuhren. Die Expression eines Proteins kann unter Verwendung spezifischer

Antikdrper detektiert werden.

Fur das FANCA-Protein sind nur human-spezifische Antikdrper erhaltlich. Es
wurden ein polyklonaler und ein monoklonaler anti-human FANCA-Antikérper auf
eine Kreuzreaktivitat mit dem porzinen FANCA-Protein getestet.
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Abb. 60: Western Blot humaner und porziner Zellen mit dem polyklonalen FANCA-Antikérper (A)
und mit einem Tubulin-Antikdrper (B). HEK: menschliche embryonale Nierenzellen, STE1: mit CC
transfizierte STE-Zellen, STE2: mit pX458 transfizierte STE-Zellen, iPS1-3: mit pX459
transfizierte iPS-Zellen.

Unter Verwendung des polyklonalen FANCA-Antikorpers konnte in den humanen
HEK-Zellen das FANCA-Protein nachgewiesen werden, bei den porzinen STE-
und iPS-Zellen hingegen nicht (Abb. 60 A). Zur Kontrolle wurde mit einem anti-
Tubulin-Antikorper gearbeitet, der mit dem humanen und porzinen Tubulin reagiert
(Abb. 60 B).

Bei der Verwendung des monoklonalen FANCA-Antikorpers wurden die

Zellextrakte in zwei Fraktionen aufgeteilt, der zytoplasmatischen und der

nuklearen Fraktion. Das FANCA-Protein wird im Zellkern exprimiert und sollte

somit in der nuklearen Fraktion vorliegen. Es wurden zu Beginn murine Testis-

Teratokarzinom-Zellen (F9) und humane embryonale Nierenzellen (HEK) auf eine

FANCA-Expression hin Uberpruft. Der verwendete Antikorper sollte laut
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Herstellerinformationen zu 92 % spezifisch an das murine FANCA-Protein binden

und zu 100 % an das humane und das porzine FANCA-Protein.
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Abb. 61: Western Blot muriner und humaner Zellen mit dem monoklonalen FANCA-Antikdrper (A)
und mit einem Tubulin-Antikdrper (B). F9: murine Testis-Teratokarzinom-Zellen, HEK: menschliche

embryonale Nierenzellen, Cyto: zytoplasmatische Fraktion, nuc: nukleare Fraktion, T = Zeit.

Es wurde ein Western Blot des FANCA-Proteins (Abb. 61 A) und als Vergleich von
Tubulin (Abb. 61 B) angefertigt. Das FANCA-Protein hat ein Gewicht von 161 kDa,
Tubulin von 55 kDa. Im Vergleich dazu ist die Tubulin-Expression in den Zellen
dargestellt. Es kann eine Tubulin-Expression in den HEK-Zellen erkannt werden.
Da es sich bei den HEK-Zellen um humane Zellen handelt und die anti-FANCA-
Antikorper eine Spezifitat von 100 % angeben, sollte das Protein in der nuklearen
Fraktion detektierbar sein. Dies ist nicht zu erkennen. Das FANCA-Protein konnte

nicht detektiert werden.

Es lasst sich schlussfolgern, dass die verwendeten Antikdrper fir eine Detektion

des FANCA-Proteins in porzinen Wildtyp-Zellen nicht geeignet sind.
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6 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, ein CRISPR/Cas9-System zu entwickeln, das spezifisch
INDELs im porzinen FANCA-Gen generiert, um eine Grundlage fir ein Grol3tier-
Modell fur die Fanconi-Anamie zu schaffen. Zur Beobachtung der Mutationsrate in
den Zellen wurden Reporterplasmide ligiert, die mittels Reporterfluoreszenz einen
Hinweis darauf geben, inwiefern die verwendeten sgRNAs zur Bildung von
Insertionen und Deletionen (INDELS) verwendbar sind. Es wurden porzine STE-
und iPS-Zellen verwendet, um Transfektionseffizienzen, Mutationsrate und
mogliche  Off-Target-Ereignisse  zu bestimmen. Die Ubertragung auf
parthenogenetische porzine Embryonen sollte im weiteren Verlauf der Arbeit einen
Eindruck dartber vermitteln, wie effizient eine genetische Veranderung im
FANCA-Gen von porzinen Eizellen méglich ist. Dies erméglicht einen Vergleich
und eine Aussage daruber, ob die Mikroinjektion, mit anschlie3endem
Embryonentransfer, ebenso, wie das klassische SCNT, fur die Generierung eines
FANCA-defizienten Schweins verwendet werden kann. Insgesamt war es maglich,
sowohl in den porzinen STE- und iPS-Zellen, als auch in den parthenogenetischen
porzinen Embryonen spezifische Mutationen zu erzeugen. Dabei konnte in den
STE- und iPS-Zellen eine Effizienz von 17 — 20 % ermittelt werden. Aufgrund der

geringen Anzahl an analysierten Blastozysten sind die Effizienzen hier variabel.

6.1 Spezifische FANCA-INDEL-Bildung in porzinen Zellen

Zur spezifischen INDEL-Bildung im FANCA-Gen des porzinen Genoms wurden
unterschiedliche Plasmidkonstrukte generiert. Es wurde ein Mehrplasmid-System
verwendet, welches aus pX330, pJoker und C-Check besteht, sowie ein
Einplasmid-System, namentlich pX458 und pX459. Das Mehrplasmid-System
enthalt den Reportervektor C-Check, der einen asRed-Reporter und einen eGFP-
Reporter kodiert. Die asRed-Fluoreszenz zeigt die Transfektionseffizienz an. Der
eGFP-Reporter ist in zwei Abschnitte unterteilt, die einen homologen Uberhang
von 500 bp aufweisen. Zwischen den Bereichen ist die Zielsequenz der
entsprechenden sgRNA ligiert. Der eGFP-Reporter wird aktiv, wenn die
Zielsequenz durch eine aktive sgRNA (pJoker) und Cas9 (pX330) geschnitten und
der Reporter durch homologe Rekombination repariert wird. Das C-Check-
Reporterplasmid ist eine Alternative zu anderen Reporterplasmiden, die auf eine

Reparatur tUber NHEJ basieren'>117] Dabei ist der Reporter so konstruiert, dass
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bei einer INDEL-Bildung im Plasmid ein Reporter aktiv wird, sodass, wie bei C-
Check, die Einfilhrung spezifischer Mutationen dargestellt werden kann''’l. Das
Einplasmid-System hingegen kodiert auf einem Plasmid alle Komponenten fur das
CRISPR/Cas9-System. Zudem ist ein eGFP-Reporter vorhanden, dessen
Fluoreszenz die Transfektionseffizienz darstellt. Der Vorteil des Einplasmid-
Systems gegenuber einem Mehrplasmid-System liegt in der einfacheren
Handhabung. Sind alle Komponenten auf einem Plasmid kodiert, werden diese zu
gleichen Teilen in den Zellen exprimiert. Die Einplasmid-Systeme zur INDEL-
Bildung mit dem CRISPR/Cas9-System wurden von Cong et al. entwickelt, um die
genetische Modifizierung mit der Cas9-Nuklease zu vereinfachen, sodass nicht
alle drei notwendigen Komponenten (tracrRNA, crRNA und Cas9) des
CRISPR/Cas9-Systems getrennt in Zellen eingebracht werden mussen!®l. Porzine
immortalisierte STE-Zellen wurden mit beiden Plasmid-Systeme transfiziert. Die
IPS-Zellen wurden mit einem Einplasmid-System transfiziert. Es wurde Uberpruft,
ob und mit welchen Effizienzen die identifizierten sgRNAs zu spezifischen
Mutationen im FANCA-Gen flihren. Es konnten spezifische INDELs in das
FANCA-Gen eingefiihrt werden. Die Transfektionseffizienzen entsprechen denen
in der Literaturl08. 109 obwohl fur die Etablierung des C-Check- und pX458-
Reporterplasmids anstelle von humanen Zellen porzine verwendet wurden. Zudem
war die verwendete Zellzahl unterschiedlich. Bei Zhou et al. werden 1.5*10°8 Zellen
verwendet1%8l bei Ran et al 0.03*10°¢ Zellen!®®l, In dieser Arbeit wurden bei der
Transfektion der STE-Zellen 0.75*10° Zellen verwendet. Spezifische Mutationen
konnten mit einer Effizienz von 17 —-20% in STE- und iPS-Zellen induziert
werden. Die erzeugten Mutationen sind Insertionen, Deletionen und
Punkmutationen. Hier werden spezifisch Insertionen von 1 — 3 bp, Deletionen von
6—-20bp und eine Punktmutation im FANCA-Gen gesetzt. Bei humanen
Patienten wurden in den am haufigsten betroffenen Exonen des FANCA-Gens
auch kleinere INDELs und Punktmutationen gefunden. Genotypisch entsprechen
die hier induzierten spezifischen INDELs denen, die in humanen Patienten

auftreten(34],

Es konnte festgestellt werden, dass verschiedene Analysemethoden
unterschiedliche Aussagen Uber eine INDEL-Bildung generieren. Im T7-Assay
wurde bei mehr Zellpools Mutationen identifiziert als bei der Poolsequenzierung.

Da eine Sequenzierung im Allgemeinen als genauer betrachtet wird, liegt die
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Vermutung nahe, dass es beim T7-Assay zu technischen Fehlern kam. Durch
Sequenzierung konnten in den Zellpools INDELSs identifiziert werden. Dabei wurde
mit dem Mehrplasmid-System eine Insertion eigefiihrt, wahrend die Einplasmid-
Systeme insgesamt zu 6 INDELs in den STE-Zellen und zu einer Deletion in den
iPS-Zellen gefuhrt haben. Diese Mutationen konnten mit Hilfe des pGEM-T Easy-
Vektor-Systems bestimmt werden. Durch Einzelkolonie-Sequenzierung konnten
die in einer Zellpopulation gefundenen Sequenziberlagerungen so voneinander
getrennt werden, dass in den vereinzelten Kolonien unterschiedliche Sequenzen
des Zellpools vorhanden sind. Die Analyse mit dem T7-Assay gefolgt von einer
bakteriellen Einzelkoloniegenerierung wird standardmafig durchgefuhrt, wenn
eine INDEL-Bildung untersucht wird!18120]  So konnten die INDELs in
GroRtiermodellen8 1201 aber auch bei genetisch veranderten Affen

nachgewiesen werden!19],

Bei der INDEL-Bildung im FANCA Exon7 und Exon9 konnte so eine
Mutationseffizienz von 17 % ermittelt werden. Im FANCA ExonlO liegt eine
Mutationseffizienz von 20 % vor. Die Transfektionseffizienz, sowie die Anzahl der
homologen Rekombinationsereignisse in den STE-Zellen wurden zudem
durchflusszytometrisch bestimmt. Im Mehrplasmid-System konnten
Transfektionseffizienzen von bis zu 99 % nachgewiesen werden. In maximal 45 %
der mit dem Mehrplasmid-System transfizierten Zellen konnten Uber die eGFP-
Fluoreszenz homologe Rekombinationsereignisse bestimmt werden. Dies steht im
Kontrast zu den Sequenzierungsergebnissen. Eine Erhohung der Rate an
homologen Rekombinationsereignissen in den sequenzierten Zellen hétte durch
eine Anreicherung mit Hilfe eines Durchflusszytometers kombiniert mit einem
Sortierer (FACS) erreicht werden kénnen. Es wird beschrieben, dass bei der
Verwendung von Reportersystemen dadurch eine 7.4-fache Erh6hung der
Mutationsrate mdoglich istl7l. Zellen, in denen eine Mutation aufgrund der
fehlenden spezifischen Fluoreszenz von vorneherein ausgeschlossen werden
kann, werden so bei einer Sequenzierung nicht mit erfasst. Dies kann auch zu
einer gezielten INDEL-Bildung von bis zu 100 % unter Zuhilfenahme des C-Check-
Reporterplasmids!i®® fiihren. Weiterhin ist unklar, in welchem Verhaltnis die
Reporterplasmide zur genomischen DNA vorliegt, und inwiefern die Zielsequenz
auf dem Reporterplasmid zuganglicher ist, als die Zielsequenz im porzinen

Genom. So kann es zu homologen Rekombinationsereignissen im C-Check-
107



Diskussion

Plasmid gekommen sein, ohne dass es in der genomische Zielsequenz im
FANCA-Gen zur INDEL-Bildung kam. Dies wuirde die Rate an homologen
Rekombinationsereignissen mit gleichzeitiger Abwesenheit von spezifischen
INDELs im FANCA-Gen erklaren.

Die Verwendung des Einplasmid-Systems hat bei durchflusszytometrischen
Messungen eine Transfektionseffizienz von bis zu 81 % ergeben. Dies entspricht
den Werten in der Literaturl%®l, Von den Einzelkolonie-Sequenzen wurden 6 von 7
identifizierten Mutationen im FANCA-Gen von einem Einplasmid-System generiert.
Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die Verwendung von einem Plasmid, das
alle notwendigen Komponenten fur das CRISPR/Cas9-System kodiert, zu einer
hoheren Rate an spezifischen Mutationen fuhrt als die Verwendung mehrerer

Plasmide, die die CRISPR/Cas9-Komponenten kodieren.

Bei dem Einplasmid-System kann davon ausgegangen werden, dass die Zellen,
die eine spezifische eGFP-Fluoreszenz aufweisen, erfolgreich transfiziert wurden.
Da das Einplasmid-System alle Komponenten des CRISPR/Cas9-Systems
enthalt, wurden somit auch diese in die Zellen transfiziert. Bei einem Mehrplasmid-
System kann keine Aussage dariber getroffen werden, wie die unterschiedlichen
Plasmide von den Zellen aufgenommen werden. Es besteht zum einen die
Moglichkeit, dass die Aufnahme eines Plasmids die Aufnahme aller Plasmide
induziert, und zum anderen kann die Aufnahme der Plasmide zuféllig geschehen.
Bei Anwesenheit aller CRISPR/Cas9-Komponenten ist die Aktivitat des Plasmids
ein limitierender Faktor. Eine zu hohe DNA-Konzentration kann apoptotisch auf die
Zellen wirken. Standardmé&nRig wurde bei der Elektroporation eine DNA-Menge von
10 ug verwendet. In der Literatur werden DNA-Mengen von 1 ug bzw.
Konzentrationen von 1 ug/ul beschrieben, die zu Mutationseffizienzen von bis zu
70 % fuhren'2h 1221 Der Hersteller des verwendeten Elektroporationssystems
empfiehlt eine DNA-Gesamtmenge von 5 —30 pg zu verwenden!?3] da dies je
nach Zelltyp zu optimalen Transfektionseffizienzen fuhrt. Zudem wird die
Verwendung von Plasmiden fir die Erzeugung spezifischer INDELs oft als
kritischer Faktor betrachtet. Anstelle von Plasmiden wird die Transfektion mit
Cas9-mRNA oder Ribonukleoprotein (RNP) beschriebenlt?4126 da mRNA oder
RNPs in den Zellen friher aktiv sind als Plasmide. Es wurde durch die

Transfektion von fetalen Fibroblasten mit Cas9-mRNA erfolgreich ein Alzheimer-
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Schweinemodelll*?”] und Yucatan-Minischweine mit Atherosklerose!'?®! generiert.
Bei der Verwendung von Cas9-mRNA wurden Mutationseffizienzen von 20 - 80 %
erreicht. Die Verwendung von RNPs fihrt zu Mutationseffizienzen von 24 -
94 %1%6], Diese waren jedoch stark abhangig von den Zellen, in denen die
Mutationen  eingefihrt wurden. Zudem kommen die beschriebenen
Mutationseffizienzen denen nahe, die in dieser Arbeit ermittelt wurden. Es ist somit
nicht eindeutig, ob eine Transfektion mit mMRNA oder RNPs zu einer hoheren
Mutationseffizienz fihrt, als bei der Verwendung von Plasmiden. Es ist allerdings
bestétigt, dass die Verwendung von Cas9-mRNA fir die Erstellung von

GroRtiermodellen geeignet istl120. 128-131]

Die hier erzeugten Ergebnisse sind ein Schritt hin zur Erstellung eines FANCA-
Modells im Schwein. Mit den hier entwickelten CRISRP/Cas-Konstrukten kénnten
somatische Zellen in vitro spezifisch im FANCA-Gen mutiert werden. Die
veranderten Zellen wurden anschlielend in enukleierte porzine Eizellen
Ubertragen. Durch einen elektrischen Impuls wird die Eizelle rekonstruiert und
aktiviert. Diese Methode ist die gangigste, die in der Generierung von genetisch-
modifizierten Schweinen angewendet wird!128 132134 Mit dieser Technik wurden
erfolgreich Modelle fur Mukoviszidose, Herz-Kreislauf-Erkrankungen und
Alzheimer erzeugtl*?”-12%, |m Gegensatz zu anderen Arbeiten wurden in dieser
Arbeit jedoch keine Fibroblasten, sondern immortalisierte STE-Zellen und iPS-
Zellen verwendet!128. 132,134,135 jedoch zeigten die transfizierten iPS-Zellen nur in
Exonl0 eine Mutation. In den immortalisierten Zellen hingegen ist eine
Mutationsrate von bis zu 45 % mdglich. Die Zielsequenzen scheinen in den iPS-

Zellen von der sgRNA schlechter erkannt zu werden.

Zur Uberpriifung, ob die spezifischen INDELs auch zu einem Knockout der
FANCA-Proteinexpression fuhren, sollte ein Western Blot etabliert werden. Die
verwendeten anti-FANCA-Antikdrper sind gegen das humane FANCA gerichtet
und die Crossreaktivitdt mit dem porzinen FANCA war unklar. Aus diesem Grund
wurde mit murinen F9-Zellen, humanen HEK-Zellen und porzinen Wildtyp-Zellen
Uberprift, ob der Antikorper fur eine Detektion des FANCA-Proteins verwendbar
ist. In den verwendeten Zellen sollte das FANCA-Protein exprimiert werden. Die
Western Blot-Ergebnisse haben ergeben, dass mit dem Antikérper keines der

porzinen FANCA-Proteine nachgewiesen werden kann. Die besondere
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Schwierigkeit bei der Auswahl eines Antikorpers liegt darin, dass die kommerziell
erhaltlichen Antikorper fir die Detektion des humanen FANCA-Proteins konzipiert
wurden. Da das porzine FANCA-Protein nur zu 66 % identisch ist mit dem
humanen FANCA-Proteinl®6], kann es dazu kommen, dass ein Antikdrper nicht
mehr spezifisch bindet. Die Nachweismethode der Proteinexpression muss hierfur
verbessert oder angepasst werden. Anstelle des FANCA-Proteins besteht die
Maglichkeit, das ubiquitinierte FANCD2-Protein nachzuweisen!?? 1371, Im Fanconi-
Reparaturmechanismus wird FANCD2 durch den Fanconi-Kernkomplex
ubiquitiniert. Bei der Expression von FANCA, das im Fanconi-Kernkomplex aktiv
ist, wird somit auch die Ubiquitinierung des FANCD2 reduziertl?2 1371, Alternativ
kann anstelle der Proteinexpression auch die mRNA-Expression mittels
quantitativer Echtzeit-PCR (gPCR) bestimmt werden. Diese hat ein hdheres
Detektionslimit als ein Western Blot, sodass auch bei sehr geringen Mengen an

MRNA nachgewiesen werden kann, ob ein Protein exprimiert wird.

6.2 Optimierung der Mikroinjektion

Bei der Verwendung von parthenogenetischen porzinen Embryonen werden die
gewonnenen Eizellen in vitro gereift. Die gereiften Eizellen befinden sich in der
MlIl-Phase. Durch eine elektrische oder chemische Aktivierung werden die Eizellen
rekonstruiert. Die Aktivierung ist also essentiell fur die Entwicklung von
parthenogenetischen Embryonen. Eine Mikroinjektion kann somit vor der
Aktivierung (vAkt) und nach der Aktivierung (nAkt) erfolgen. Es hat sich gezeigt,
dass die mechanische Einwirkung der Mikroinjektion einen Einfluss auf die
Entwicklung der parthenogenetischen Embryonen hat. Einen Unterschied in der
Transfektions- und  Entwicklungseffizienz  ist zwischen den beiden

Versuchsgruppen nicht erkennbar gewesen.

Der Injektionszeitpunkt im Versuch vAkt war direkt vor der Aktivierung und beim
Versuch nAkt 3 Stunden nach der Aktivierung. Wahrend der Kultivierung wurde
die Entwicklung der Versuchsgruppen im Vergleich zur Kulturkontrolle beobachtet.
Die injizierten Eizellen haben sich schlechter entwickelt als die Kulturkontrolle. Die
mechanische Einwirkung, die die Mikroinjektion auf die Eizelle ausubt, schrankt
die Entwicklungsfahigkeit der Eizellen ein. Zur Optimierung der Mikroinjektion
wurde eine Plasmidlésung, bestehend aus pT2Venus, pCMV/SB100 und TMR-
Dextran, injiziert. Das Plasmid pCMV/SB100 kodiert die Sleeping Beauty
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Transposase, die den auf pT2Venus kodierten Venus-Reporter als Transposon in
das porzine Genom einfugen konnte. Dadurch konnte beobachtet werden, ab
welchem Entwicklungsstadium die Plasmide als aktiv erkennbar sind. Der
chemische Farbstoff TMR-Dextran dient der Uberpriifung der Transfektion. In der
Arbeit von Liu et al., in der beschrieben wurde, dass bis zu einer injizierten
Konzentration von 50 ng/ul kein Unterschied in der Entwicklung entsteht38],
Dieser Effekt wurde jedoch im Vergleich zu Injektionskontrollen beschrieben. Die
Entwicklung von nicht injizierten Eizellen wurde nicht betrachtet. Luchetti et al.
hingegen konnten ebenfalls beobachten, dass es im Vergleich zu einer
Kulturkontrolle zu einer Differenz von 50 % in der Entwicklung kommt39 was

bestétigt, dass die Mikroinjektion eine geringe Entwicklungskompetenz bedingt.

Anhand der injizierten Reporter konnte beobachtet werden, dass beim Versuch
vAkt die Plasmide ab dem 8-Zell-Stadium als aktiv erkennbar sind. Beim Versuch
nAkt ist dies schon ab dem 4-Zell-Stadium erkennbar. Jedoch haben sich in der
Gruppe VAkt 18 % der Oozyten zu Blastozysten entwickelt, wovon 14 % eine
Venus-Fluoreszenz aufwiesen. In der Gruppe nAkt entwickelten sich 5% der
Oozyten zu Blastozysten, wovon 36 % eine Venus-Fluoreszenz aufwiesen. Es
lasst sich sagen, dass die Entwicklungsrate der vAkt-Eizellen besser ist, die
Transfektionsrate jedoch bei den nAkt-Eizellen. Diese Unterschiede liegen jedoch
innerhalb einer biologischen Varianz, weswegen geschlussfolgert werden kann,
dass die hier untersuchten Injektionszeitpunkte keinen Einfluss auf Entwicklungs-
und Transfektionsrate haben. Tao et al. und Sato et al. beschreiben die
Mikroinjektion in parthenogenetische Embryos 6 Stunden nach einer elektrischen
Aktivierung™® oder 8 Stunden nach einer chemischen Aktivierung!*#l. Dabei
haben sich 48 %!14% bzw. 43 %1%l der Eizellen zu Blastozysten entwickelt. In den
Studien von Tao und Sato wurden die injizierten Eizellen auf INDEL-Bildung
untersucht. Es konnten 70 %1149 bzw. 93 %!!#U an spezifischen INDELSs
nachgewiesen werden. Es liegt somit die Vermutung nahe, dass eine Aktivierung
6 — 8 Stunden nach der Aktivierung zu einer hoheren Entwicklungsrate fihrt.
Zudem besteht die Mdglichkeit, dass der Anteil an Blastozysten, die eine Venus-
Fluoreszenz aufweisen, durch eine Injektion nach 6 — 8 Stunden hdher sein
konnte, als ermittelt. Dem entgegen steht jedoch die Beschreibung, dass eine
Injektion zu verschiedenen Zeitpunkten zu keinem Unterschied in der Expression

eines eGFP-Reporters in parthenogenetischen porzinen Embryonen fuhrt38l,
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Dabei wurden auch die Zeitpunkte untersucht, die von Tao und Sato als optimal

beschrieben wurden.

6.3 Spezifische FANCA-INDEL-Bildung in parthenogenetischen
porzinen Embryonen

Nachdem bei der Optimierung der Mikroinjektion festgestellt wurde, dass zwischen
den untersuchten Injektionszeitpunkten kein Unterschied in Entwicklungs- und
Transfektionsrate  vorliegt, wurde eine spezifische INDEL-Bildung in
parthenogenetischen porzinen Embryonen untersucht. Hierbei wurde, wie bei den
porzinen STE- und iPS-Zellen, das Mehrplasmid- und ein Einplasmid-System
(pX458) verwendet. Die injizierten Eizellen wurden bis Tag 6, dem Blastozysten-
Stadium, kultiviert. Die Blastozysten wurden in Pools von 3 -5 Blastozysten
lysiert. Mit dem pGEM-T Easy-Vektor-System wurden Einzelkolonien der
Blastozystenpools erstellt. In  den Einzelkolonien haben sich bei den
Mutationseffizienzen hohe Varianzen aufgrund der relativ geringen Anzahl an
Blastozysten gezeigt.

In den Versuchen, FANCA-INDELs zu generieren, wurde festgestellt, dass die
Mikroinjektion einen Einfluss auf die Entwicklungsrate der injizierten Eizellen hat,
wie es bereits beschrieben wurde*3. Die Eizellen der Versuchsgruppen und der
Injektionskontrolle zeigen eine um 50 % reduzierte Entwicklung im Vergleich zur
Kulturkontrolle. Die Versuchsgruppen zeigen zudem die Tendenz, dass deren
Entwicklungsrate schlechter ist als bei der Injektionskontrolle. Die Ursache koénnte
in der Injektionslésung liegen. In den Versuchsgruppen wurde Plasmidldsungen
als Fremd-DNA in die Eizellen injiziert. Dieser Einfluss auf die Eizellen ist jedoch
bis zu einer Konzentration von 50 ng/ul an Fremd-DNA als normal zu
betrachten('38. 1391 Auch die verringerte Entwicklungskompetenz ist bei der

Mikroinjektion in parthenogenetische porzine Embryonen nicht uniblich[*38. 139],

Als Injektionslésungen wurde das Mehrplasmid-System, bestehend aus pX330,
pJoker und C-Check, sowie ein Einplasmid-System (pX458) verwendet. Das
Mehrplasmid-System hat den Vorteil, dass, wie bei den STE-Zellen, durch
homologe Rekombination eine spezifische eGFP-Fluoreszenz erkennbar ist. Dies
zeigt in den Embryonen eine Aktivitat der CRISPR/Cas9-Konstrukte an. Dadurch
ist es wahrscheinlich, dass die Cas9-Nuklease im FANCA-Gen spezifische
INDELs induzieren kann. Das Einplasmid-System zeigt Uber die eGFP-Reporter-
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Fluoreszenz an, dass die Eizellen erfolgreich transfiziert wurden. Die Aktivitat des
eGFP-Reporters lasst darauf schliel3en, dass die Cas9 ebenfalls aktiv ist. Bei den
Injektionen mit dem Mehrplasmid-System wurde festgestellt, dass sich von den
injizierten Oozyten 13 % (Exon7), 13 % (Exon9) und 17 % (Exonl0) zu
Blastozysten entwickeln. Davon ist in 23 % (Exon7), 13 % (Exon9) und in 13 %
(Exon10) die asRed-Fluoreszenz und in 23 % (Exon7), 13 % (Exon9) und in 10 %
(Exon10) die eGFP-Fluoreszenz nachweisbar gewesen. In den Versuchsgruppen
des Einplasmid-Systems wurde eine Entwicklungsrate von 43 % (Exon7), 35 %
(Exon9) und 44 % (Exonl0) ermittelt. Davon wurde in 28 % (Exon7), 13 %
(Exon9) und 11 % (Exonl0) die eGFP-Fluoreszenz nachgewiesen. Die
Entwicklungsrate der Embryonen, unter Verwendung der verschiedenen Plasmid-
Systeme, unterscheidet sich nicht voneinander. Es hat sich jedoch gezeigt, dass
Entwicklungsraten von bis zu 50 % erreicht werden konnenf19. 138, 139, 142] * Dje
Beschreibungen unterscheiden sich dabei nicht nur in der Art der Mikroinjektion,
wobei in Eizellen von Grol3tieren bevorzugt zytoplasmatisch injiziert wird, sondern
auch in der Art des verwendeten CRIPSR/Cas9-Systems. Es wird bevorzugt
Cas9-mRNA verwendet[118-120, 1381421 g9 wurde ein Schweinemodell fur die
Muskeldystrophie Duchenne generiert!!18l, sowie weitere genetisch veranderte
Schweine, aber auch Affen!*®l und Schafel’??, Bei der Verwendung von

Plasmiden zeigt sich eine Entwicklungsrate, die der in dieser Arbeit entspricht!139],

Die Transfektionseffizienz, die im Mehrplasmid-System durch die asRed-
Fluoreszenz und im Einplasmid-System durch die eGFP-Fluoreszenz erkennbar
ist, unterscheidet sich nicht zwischen den beiden injizierten Plasmid-Systemen.
Durch die im Mehrplasmid-System vorhandene eGFP-Fluoreszenz lasst sich
jedoch schlie3en, dass es in 23 % (Exon7), 13 % (Exon9) und 10 % (Exon10) der
Blastozysten zu homologen Rekombinationsereignissen gekommen ist. Die eGFP-
fluoreszierenden Blastozysten aus den Versuchen mit dem Mehrplasmid-System
enthalten somit sehr wahrscheinlich INDELs in den Zielsequenzen. Die
Anwendung der hier angewendeten Mehrplasmid- und Einplasmid-Systeme in

parthenogenetischen porzinen Zellen wird in dieser Arbeit erstmalig beschrieben.

Uber eine Einzelkolonie-Sequenzierung konnten in den verschiedenen
Versuchsgruppen unterschiedliche INDELs identifiziert werden. Bei den

Versuchen mit dem Mehrplasmid-System konnten vier (Exon7), zwei (Exon9) und
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drei (Exonl10) unterschiedliche INDELs ermittelt werden. Dies entspricht einer
Mutationseffizienz von 19 % (Exon7), 15 % (Exon9) und 33 %. Bei den Versuchen
mit dem Einplasmid-System pX458 wurden drei (Exon7), zwei (Exon9) und vier
(Exon10) unterschiedliche Mutationen identifiziert. Dies entspricht einer
Mutationseffizienz von 8 % (Exon7), 100 % (Exon9) und 40 %. Durch die
Schwankungen der Mutationseffizienzen ist eine Aussage daruber, ob die
Verwendung eines Mehrplasmid- oder eines Einplasmid-Systems zur Erzeugung
von spezifischen Mutationen bevorzugt werden sollte, nur eingeschrankt méglich.
Es zeichnet sich jedoch die Tendenz ab, dass die Verwendung eines
Mehrplasmid- oder eines Einplasmid-System keinen Einfluss auf die
Mutationseffizienz nimmt. Stattdessen kann die Verwendung von Plasmiden durch
die Verwendung von Cas9-mRNA oder RNPs ausgetauscht werden. Durch die
Injektion von Cas9-mRNA konnten Mutationseffizienzen von 50 % - 80 % erreicht
werdenl!18. 120l Dje Mutationseffizienz ist jedoch mit den in dieser Arbeit erreichten
Mutationseffizienzen vergleichbar. Auch bei der Erstellung eines Schweine-
Modells zur Muskeldystrophie Duchenne wurde Cas9-mRNA verwendet!*8l, Die
Cas9-mRNA und sgRNA wurden zytoplasmatisch in parthenogenetische porzine
Embryonen und Zygoten injiziert. Die Mutationseffizienz betrug in den
parthenogenetischen Embryonen 70 % und in den in vivo-Versuchen 50 %. Die
generierten Schweine replizieren hierbei vollstandig den humanen Phanotyp der
Muskeldystrophiel*'8, Zudem wurde in den Arbeiten von Satol**?l und Taol4!]
Cas9-mRNA, anstelle eines Plasmids, verwendet. Dabei haben sich INDEL-Raten
von 70 %1% bzw. 93 %141 gezeigt. Nur bei den Arbeiten von Liu et al. wurde
gezeigt, dass die Injektion von Cas9-mRNA zu einer geringeren Mutationseffizienz
fuhrt als die Verwendung von Plasmiden!3]. Diese Mutationseffizienzen sind
ebenfalls vergleichbar mit den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen. Daher ist es
zurzeit unklar, ob die Verwendung von Cas9-mRNA oder RNPs tatsachlich einen
hoheren Effekt auf die Mutationsrate hat als die verwendeten Plasmide. Die
Verwendung von mRNA oder RNPs verringert hingegen das Auftreten von
mosaiken Embryonen('?* 1251 Dabei haben RNPs den bisher groRten Effekt,

Mosaizismus zu verringernt26l,

Bei einer Ubertragung der Ergebnisse auf entwicklungsfahige Eizellen ist zu
beachten, dass es verschiedene Mdglichkeiten gibt, diese zu erhalten. Es kbnnen

befruchtete Eizellen aus Spendertieren entnommen werden, die anschliel3end
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injiziert und mittels Embryotransfer in Empfangertiere (bertragen werden.
Alternativ dazu kénnen befruchtete Eizellen mittels in vitro-Fertilisation (IVF)
generiert werden. Eizellen aus Schlachthof-Ovarien werden in vitro gereift (IVM)
und dann tber IVF befruchtet. Fir die IVM gibt es etablierte Protokolle, die es fur
das IVF bisher nicht gibt. Beim IVF von porzinen Oozyten liegt bisher das Problem
vor, dass es zur Polyspermie kommen kann!*43l, Erst kirzlich wurden verbesserte
Protokolle beschrieben, in denen aus IVF-generierten Schweineembryonen

lebende Tiere gewonnen wurden [144-146],

6.4 Off-Target-Analyse

Von den transfizierten STE- und iPS-Zellen wurde eine Off-Target-Analyse
angefertigt. Es wurden fur jede der hier verwendeten sgRNAs mdgliche Off-
Target-Sequenzen ermittelt. Fir Exon7 wurden 386, fir Exon9 38 und fur Exon10
42 Off-Target-Sequenzen gefunden, wobei bis zu 4 Fehlpaarungen bericksichtigt
wurden. Von den identifizierten Sequenzen wurden je sgRNA die zehn untersucht,
bei denen die groRte Wahrscheinlichkeit vorlag, dass die sgRNA daran
hybridisiert. Es wurden 250 Proben analysiert, wovon 201 Proben auswertbar

waren.

Es wurden insgesamt sechs Off-Target-Ereignisse identifiziert. Jeweils eines ist
bei der sgRNA Exon7 und Exon9 aufgetreten und vier bei der sgRNA Exonl0. Es
ist aufgefallen, dass bei einem der Off-Targets der sgRNA ExonlO in den
transfizierten STE-Zellen kein Off-Target-Ereignis ermittelt werden konnte, jedoch
bei den transfizierten iPS-Zellen. Die Off-Targets scheinen in den iPS-Zellen von
der sgRNA eher erkannt zu werden. Weiterhin sind in einigen Off-Target-
Sequenzen vermehrt Punktmutationen zu finden. Die Ursache dafur kann sowohl
ein Off-Target-Ereignis als auch eine spontan eingefiihrte Mutation durch die Tag-
Polymerase oder der Cas9-Nuklease sein. Fiur die Standard-Tag-Polymerasen ist
eine Mutationsrate von 6.8*10° Fehlern/bp!'4”l beschrieben. Spontane Mutationen
durch die Tag-Polymerase lassen sich dadurch weitgehend ausschlieen. Die
analysierten Off-Target-Sequenzen kodnnen jedoch auch repetitive Sequenzen
sein, wodurch eine Sequenzanalyse nicht mdglich ist, da es zu Uberlagerungen
dieser Sequenzen kommt. Die Off-Target-Ereignisse weisen darauf hin, dass die
sgRNAs weitgehend spezifisch fiir die Zielsequenzen sind, da keine ,echten Off-
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Target-Mutationen vorliegen“l*'% 1421 jedoch Punktmutationen mit unklarem

Ursprung.

Alternativ kann statt einer Off-Target-Analyse eine Gesamtgenom-Sequenzierung
vorgenommen werden. Diese basiert jedoch, wie auch die Off-Target-Analyse, auf
einer PCR. Somit bestehnt auch hier die Mdglichkeit, dass spontan
Punktmutationen eingefuhrt werden kdnnen und so zu schwer interpretierbaren
Ergebnissen fuhren. Da die Off-Target-Analyse in der Handhabung einfacher ist,
fand die Off-Target-Analyse in dieser Arbeit Anwendung.

6.5 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass es maoglich ist, in
porzinen immortalisierten STE- und primaren iPS-Zellen, sowie in
parthenogenetischen porzinen Embryonen spezifische Mutationen im FANCA-Gen
des Schweinegenoms einzuftihren. Dabei konnte gezeigt werden, dass die
Effizienz, INDELs zu generieren, unabhangig davon ist, ob ein Mehrplasmid- oder
ein Einplasmid-System verwendet wird, um die Komponenten des CRISPR/Cas9-
Systems in die Zellen und Embryonen einzubringen. Es konnte auch gezeigt
werden, dass der Injektionszeitpunkt bei den Versuchen mit den
parthenogenetischen porzinen Embryonen keinen Einfluss auf die Entwicklung
und die Transfektion nimmt. Eine Verschiebung des Injektionszeitpunktes auf 6 —
8 Std. nach der Aktivierung kann jedoch einen Effekt auf die INDEL-Bildung
haben(140. 141 Es steht auch zur Debatte, inwiefern die Verwendung von
Plasmiden fir das CRISPR/Cas9-System durch Cas9-mRNA oder durch RNPs
ersetzt werden konntel*?4126], Die mit Cas9-mRNA generierten Effizienzen in der
INDEL-Bildung unterscheiden sich nicht von denen, die in dieser Arbeit gezeigt
wurden. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass durch die Verwendung von Cas9-
mRNA erfolgreich Krankheitsmodelle im Schwein erstellt wurden(18. 127-130, 148, 149]
In der Off-Target-Analyse ist zu sehen, dass die verwendeten sgRNA weitgehend
spezifisch fur die Zielsequenzen im FANCA-Gen sind. Die Verwendung
spezifischerer sgRNAs oder ein Wechsel auf andere Zielsequenzen kann in
Betracht gezogen werden. In dieser Arbeit konnte nicht gezeigt werden, ob die
gebildeten INDELs einen Knockout des porzinen FANCA-Proteins zur Folge
haben. Daher sollte dies in nachfolgenden Versuchen vorrangig Uberpruft werden.

AnschlieRend sollte entschieden werden, mit welcher Technik ein Fanconi-
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Anamie-Modell erstellt werden kann. Diese Arbeit beschreibt die Etablierung von
CRISRP/Cas-Konstrukten, mit denen spezifisch das porzine FANCA-Gen
mutagenisiert werden kann. Das ist die Grundlage fiur die INDEL-Bildung, aber
auch fur die EinfUhrung spezifischer Mutationen Uber die homologe
Rekombination. In weiter fuhrenden Arbeiten kann das fur die Erstellung eines

Tiermodels fur die Fanconi-Anamie genutzt werden.
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9 Anhang

9.1 Sequenzen und Namen der Off-Targets

Tab. 51: Genloci, Primernamen und —sequenzen fur die Off-Targets der sgRNA fir Exon7.

Genlocus Primer Primersequenz (5'-3")
intergenic:XR_00234 Ex7OTPrimerl ACCCTCTCATACAGCTGGC
4404.1/XM_0210933 _fw2
89.1-
XR_303997.2/NM_0O
01243596.1
Ex7OTPrimerl AGGTACCTCCACACGGTTTTC
_bw2
intergenic:NM_21378 Ex70TPrimer2 AGGCACTCAGCAGTTCTTCTT
0.1- _fw
NM_001244315.1
Ex7OTPrimer2 TGGAAGGCATTACGAAGGGG
_bw
intron:XM_02109018 Ex70OTPrimer3 AGCTGGATCTTAAAGGATGGGAC
1.1/XM_021090161.1 _fw
IXM_005659303.3/X
M_005659302.3/XM_
005659300.3/XM_00
3480289.4
Ex7OTPrimer3 TCTGGGTGAACATTCAGGGT
_bw
intergenic:XM_00566 Ex7OTPrimer4 CAAGCTCTCAAGGGCAGACA
1021.3- _fw
XM_005661026.2
Ex7OTPrimer4 GCCCCAAATAGATGCCTGGT
_bw
intergenic:XM_00566 Ex7OTPrimer5 TCCAGCTTTGTCCATTTCAGC
9936.3/XR_0013003 _fw

77.2/XM_005669935.
3-NM_001123185.1
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intron:XM_02108704
5.1/XM_021087044.1
/XM_021087043.1/X

M_021087042.1

intergenic:XM_02107

4240.1-

XM_001929360.6/X

M_013983365.2

intergenic:NM_00103

8623.1-

XM_005660172.3/X
M_021065145.1/XM_
013993629.2/XM_01
3993628.2/XM_0056

60171.3

intergenic:XM_01398

3429.2-

XM_013983450.2

intron:XM_ 00565535

6.3

Ex7OTPrimer5
_bw

Ex70OTPrimer6
_fw

Ex7OTPrimer6

_bw

ExX7OTPrimer7
fw

Ex7OTPrimer7
_bw

Ex70OTPrimer8
fw

Ex7OTPrimer8
_bw
Ex7OTPrimer9
_fw
Ex7OTPrimer9
_bw
Ex70OTPrimerl
0_fw
Ex7OTPrimerl
0 bw

TGGCAAAAGTGCCAGACAAA

TCTGTCCTCGGGTCTCAGTT

GAGCACCATGTGGGTGTGAT

TGCTAAATGAGCCCAGACCA

GACCTTTGTCAAGACTGTAGCC

ACAGTCAACAAAATATACAACCTCG

TGTACAAAGTTAAGGTGCAGAACT

ACAGCAGGAATTATGCATACAACA

CCCCACCCACCTACACAAAG

AACTGGGAAGCGGGGTTTTA

AGTCCTCAGCAAGCAGTTCT
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Tab. 52: Genloci, Primernamen und —sequenzen fiir die Off-Targets der sgRNA fiir Exon9.

Genlocus

Primer

Primersequenz (5'-3")

intergenic:XM_00312 Ex90TPrimerl_fw TCCTCCTCTGGGGTCTTCAG

4002.4/XR_0013072
48.2/XR_001307247.
2/XM_021084935.1/
XM_013995284.2/XR
002341949.1/XM_0
21084936.1/XM_021
084934.1/XM_02108
4933.1/XM_0210849
32.1

intergenic:XM_01398
2417 .2-

XM _021068416.1/X
M_021068415.1/XM _
021068414.1/XM_02
1068418.1/XM_0210
68417.1/NM_001244
697.1

exon:XR_002337493
.1/NM_001244147.1

exon:XM_021064676
.1/XM_003482804.4/
XM_003130672.6

intergenic:XM_02107
6358.1-

XM _021076370.1/X
M_021076369.1/XM _

Ex90TPrimerl_bw
Ex90TPrimer2_fw

Ex90TPrimer2_bw
Ex90TPrimer3_fw

Ex90TPrimer3_bw
Ex90TPrimer4_fw

Ex90TPrimer4_bw
Ex90TPrimer5_fw

144

GCCCTTCCCTTGAGCTTCTT
CTTGGGGGCCATGGAAGATA

AGAGCTCACCTGCCAAAACA
CCAGAGAGAGCTGGGGAGAG

GTGGAGCTGACGGGTCATTA

AGAGGATCCTGAGCCCCATT

GTACAGCTATGCCAGGGAGG
AAGCTCCCAGCTTTCTGGTG
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021076368.1/XM_02
1076367.1/XM_0210
76366.1/XM_021076
365.1/XM_02107636
4.1/XM_021076363.1
IXM_021076358.1/X
M_021076357.1/XM_
021076356.1/XM_02
1076355.1/XM_0210
76354.1/XM_021076
353.1

intergenic:XM_00313
2294.4-
XM_021069183.1/X
M_013981845.2

intergenic:XM_00566
2353.3-
XR_002342518.1

intergenic:XM_02108
6294.1-
NM_001244153.1

intergenic:XM_02108
0417.1/XM_0210804
16.1/XM_021080415.
1/XM_021080414.1/
XM_021080413.1/X
M_021080411.1/XM_
021080410.1/XM_02
1080409.1-
XM_003360391.4/X

Ex90TPrimer5_bw
Ex90TPrimer6_fw

Ex90TPrimer6_bw
Ex90TPrimer7_fw

Ex90TPrimer7_bw
Ex90TPrimer8_fw

Ex90TPrimer8_bw
Ex90TPrimer9_fw
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ACAAGGCATAGCCAACTCCC
CTGAGCTGCTTTGGGACTGA

AGGTGGTAGGGGAACTCAGG
AGCAGGAATGTAGCAGTCGG

AGCCTCGGTGGTAAACTGAA
TCCAGAGTGGAGAGTCGTCG

GCCCCCAAGGATAACACCTC
ATGTCTGTGCTCTTGTGGCT
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M_013986303.2

Ex9O0TPrimer9_bw ATTCCAGCTTTGACCTGGTAGT
intron:XM_01399895 Ex90TPrimerl0_f AGGCTTCTTGTGTCCTTGGG

5.2/XM_003127539.4 w
Ex90TPrimerl0_b GCAGGATAATCCCAGCCCAG

\W

Tab. 53: Genloci, Primernamen und —sequenzen fir die Off-Targets der sgRNA fir Exon10.

Genlocus

Primer

Primersequenz (5'-3")

intron:XM_02107399
1.1

exon:XM_021077955
1/XM_021077957.1/
XM _021077956.1/XR
~002340027.1

intergenic:XM_02109
3695.1/XM_0210936
96.1/XM_021093697.
1-
XM_021093480.1/X
M_021093479.1/NM
_001252427.2

intergenic:XM_02107
5826.1-

XM _021075799.1/X
M_021075806.1/XM _
021075803.1/XM_02

Ex100TPrimer
1 fw
Ex100TPrimer
1 bw
Ex100TPrimer
2 fw

Ex100TPrimer
2_bw
Ex100TPrimer
4 fw

Ex100TPrimer
4 bw
Ex100TPrimer
6_fw

TATTTCCTTGGGCGACGGAG

AGTCTGCCCTTTTCCCTGTG

CTCCACCTAATGCCCCACTG

CCCAGCAGCTCAGAATCACA

TTTCTTGGCACCCATCACCA

TAAGGGGCATTTCACGGACC

ACAGAGCCTCGACAAGATGC
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1075801.1/XM_0210
75807.1/XM_021075
800.1/XM_02107580
2.1/XM_021075804.1

exon:XM_013980837
.2/XM_013980836.2/
XM_005668680.3/N

M_213907.1

intron:XM_02109002
4.1/XM_001928519.7

intergenic:XM_02106

4007.1-

XM_021064007.1/N

M_001244388.1

intron:XM_ 00565386

4.3

Ex100TPrimer
6 _bw
Ex100TPrimer
7_fw

Ex100TPrimer
7_bw
Ex100TPrimer
8 fw
Ex100TPrimer
8 bw
Ex100TPrimer
9 fw

Ex100TPrimer
9 bw
Ex100TPrimer
10_fw
Ex100TPrimer
10_bw

CCTTCATCCTCCTGGGAAGC

CGAGGGACACTGTCTTGCAT

TGGGGAGAGCAGAGGATGAA

GCTGATGGATGGCAGAGGAG

CTGGGGTTCGTCCAGACTTC
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9.2 Durchflusszytometrische Messungen von STE-Zellen transfiziert
mit C-Check und pX458
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Abb. 62: Spezifische eGFP- und asRed-Fluoreszenz der negativen Kontrolle der STE-Zellen in der
durchflusszytometrischen Messung (rote Graphen). Der dargestellte Wert zeigt den prozentualen

Anteil an fluoreszierenden Zellen an.
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Abb. 63: Spezifische eGFP- und asRed-Fluoreszenz der mit C-Check_Exon7 transfizierten STE-
Zellen in der durchflusszytometrischen Messung. In rot ist die negative Population, in blau die
positive Population dargestellt. Der dargestellte Wert zeigt den prozentualen Anteil an

fluoreszierenden Zellen an.
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Abb. 64: Spezifische eGFP- und asRed-Fluoreszenz der mit C-Check_Exon9 transfizierten STE-
Zellen in der durchflusszytometrischen Messung. In rot ist die negative Population, in blau die
positive Population dargestellt. Der dargestellte Wert zeigt den prozentualen Anteil an

fluoreszierenden Zellen an.
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Abb. 65 Spezifische eGFP- und asRed-Fluoreszenz der mit C-Check_Exonl10 transfizierten STE-
Zellen in der durchflusszytometrischen Messung. In rot ist die negative Population, in blau die
positive Population dargestellt. Der dargestellte Wert zeigt den prozentualen Anteil an

fluoreszierenden Zellen an.
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Abb. 66: Spezifische eGFP- und asRed-Fluoreszenz der mit pX458Faex7 transfizierten STE-
Zellen in der durchflusszytometrischen Messung. In rot ist die negative Population, in blau die
positive Population dargestellt. Der dargestellte Wert zeigt den prozentualen Anteil an

fluoreszierenden Zellen an.
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Abb. 67. Spezifische eGFP- und asRed-Fluoreszenz der mit pX458Faex9 transfizierten STE-
Zellen in der durchflusszytometrischen Messung. In rot ist die negative Population, in blau die
positive Population dargestellt. Der dargestellte Wert zeigt den prozentualen Anteil an

fluoreszierenden Zellen an.
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Abb. 68: Spezifische eGFP- und asRed-Fluoreszenz der mit pX458Faex10 transfizierten STE-
Zellen in der durchflusszytometrischen Messung. In rot ist die negative Population, in blau die
positive Population dargestellt. Der dargestellte Wert zeigt den prozentualen Anteil an

fluoreszierenden Zellen an.
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9.3 Ungeschnittene Agarosegele der STE- und iPS-Zellen

Exon7 Exon10

Abb. 69: Agarosegel zur PCR von STE- und iPS-Zellen (ungeschnitten). Dargestellt sind die
Amplikons der lysierten Zellen, bei denen eine Transfektion durchgefuhrt wurde. Als negative
Kontrolle wurde H20, als positiv Kontrolle eine unbehandelte Referenz-Probe verwendet.
R: unbehandelte Referenz, STE 1: mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 2: mit pX458
transfizierte STE-Zellen, STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen, iPS: iPS-Zellen mit pX459
transfiziert, M: 100 bp Leiter.

155



Anhang

Exon7 Exon10

Abb. 70: Agarosegel zum T7-Assay von STE- und iPS-Zellen (ungeschnitten). Dargestellt sind die
Amplikons der lysierten Zellen, bei denen eine Transfektion durchgefuhrt wurde. Als negative
Kontrolle wurde eine unbehandelte Referenz-Probe verwendet. R: unbehandelte Referenz, STE 1.
mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 2: mit pX458 transfizierte STE-Zellen, STE 3: mit pX459
transfizierte STE-Zellen, iPS: iPS-Zellen mit pX459 transfiziert, M: 100 bp Leiter.
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9.4 Elektropherogramme der Off-Target-Analyse

9.4.1 Off- Targets der ngNA fir Exon7 des FANCA-Gens
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Abb. 71: Elektropherogramm der Off-Target-Sequenz 3 der sgRNA fiir Exon7. In grin ist die Off-
Target Sequenz dargestellt, die von der sgRNA fir Exon7 anvisiert werden kann. WT: Referenz-
Sequenz, STE 1: mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen,
iPS: iPS-Zellen mit pX459 transfiziert14l,
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Abb. 72: Elektropherogramm der Off-Target-Sequenz 5 der sgRNA fiir Exon7. In grun ist die Off-
Target Sequenz dargestellt, die von der sgRNA fir Exon7 anvisiert werden kann. WT: Referenz-
Sequenz, STE 1: mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 2: mit pX458 transfizierte STE-Zellen,
STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen, iPS: iPS-Zellen mit pX459 transfiziert114.
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Abb. 73: Elektropherogramm der Off-Target-Sequenz 6 der sgRNA fir Exon7. In grun ist die Off-
Target Sequenz dargestellt, die von der sgRNA fir Exon7 anvisiert werden kann. WT: Referenz-
Sequenz, STE 1: mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 2: mit pX458 transfizierte STE-Zellen,
STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen, iPS: iPS-Zellen mit pX459 transfiziert!114,
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Abb. 74: Elektropherogramm der Off-Target-Sequenz 7 der sgRNA fiir Exon7. In grun ist die Off-
Target Sequenz dargestellt, die von der sgRNA fiir Exon7 anvisiert werden kann. WT: Referenz-
Sequenz, STE 1: mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 2: mit pX458 transfizierte STE-Zellen,
STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen, iPS: iPS-Zellen mit pX459 transfiziert114],
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Abb. 75: Elektropherogramm der Off-Target-Sequenz 9 der sgRNA fir Exon7. In grun ist die Off-
Target Sequenz dargestellt, die von der sgRNA fir Exon7 anvisiert werden kann. WT: Referenz-
Sequenz, STE 1: mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 2: mit pX458 transfizierte STE-Zellen,
STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen, iPS: iPS-Zellen mit pX459 transfiziert!114,
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Abb. 76: Elektropherogramm der Off-Target-Sequenz 10 der sgRNA fir Exon7. In grun ist die Off-
Target Sequenz dargestellt, die von der sgRNA fiir Exon7 anvisiert werden kann. WT: Referenz-
Sequenz, STE 1: mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 2: mit pX458 transfizierte STE-Zellen,
STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen, iPS: iPS-Zellen mit pX459 transfiziert114],
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9.4.2 Off-Targets der sgRNA fur Exon9 des FANCA-Gens
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Abb. 77: Elektropherogramm der Off-Target-Sequenz 1 der sgRNA fiir Exon9. In grin ist die Off-
Target Sequenz dargestellt, die von der sgRNA fiir Exon9 anvisiert werden kann. WT: Referenz-
Sequenz, STE 1: mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 2: mit pX458 transfizierte STE-Zellen,
STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen, iPS 1-6: sechs unterschiedliche iPS-Zellkullturen mit
pX459 transfiziert(t14l,
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Abb. 78: Elektropherogramm der Off-Target-Sequenz 2 der sgRNA fiir Exon9. In grin

Target Sequenz dargestellt, die von der sgRNA fir Exon9 anvisiert werden kann. WT:

ist die Off-

Referenz-

Sequenz, STE 1: mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 2: mit pX458 transfizierte STE-Zellen,
STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen, iPS 1-6: sechs unterschiedliche iPS-Zellkullturen mit

pX459 transfiziert(t14],

161



Anhang

%0 190 110 120 120 140 190 100 170 0 190
SACACGATGAAGGCGTTCCCGAAGAAGAGC GCCGAGC \(ll(((((»'\(l\((v1( 5GCTGAAATCC TGCAGAAGCAAGTCCTCCTCGGACTGTTGCTTGGAGCCACCT

W S T Pt fov F

SACACGATGAAGGCGTTCCCGAAGAAGAGCGCCGAGBACTTGGCCGACAGGTTGCGGCTGAAATCC TGCAGMGCAAGTCCTCCTCGGACTGTTGCT‘I’GGAGCCACCT‘I

STE 1 LMV g popt MMMJMMMMMMM

SACACGATGAAGGCGT TCCCGAAGAAGAGC GCCGAGGACT TGGCCGACAGG T TGCGGC TGAAATCC TGCAGAAGCAAGTCCTCCTCGGACTGT TGCT TGGAGCCACCT

:
STE 2 Vi JMMMAAMAM&MM AmMm M I o
Mﬂm I \
ACACGATGAAGGCGTTCCCGAAGAAGAGCGCCGAGGACTTGGCCG AATCCTGCAGAAG /\(XLIfC(T(uk»‘«(TL"l(IIL( (LLAr(!

STE3 i, MMMAMJ&MM mmmm

WACACGATGAAGGCGT TCCCGAAGAAGAGCGCCGAGGACTTGOCCGACAGGTTGCGGC TGAAATCC TGCAGAAGCAAGTCCTCCTCC GACTOTTGCTTGE JAGCCACCT

iPS 2 T V0 oot " P e o o i o

»‘(/L(AT(/U\ L(LYT(((( AAGAAGAGCGCCGAGGACTTGOCCGACAGGTTGCGOGCTCGAAATCCTGCAGAAGCAAGTCCTCCTCGOACTGTTOGCTTGGAGCCACCT

iPS 3 mm@mmm oo i e e Mo M e

SACACGATGAAGGCGTTCCCGAAGAAGAGCGCCGAGGACTTGGCCGACAGGTTGCGGCTGAAATCCTGCAGAAGCAAGTCCTCCTCGGACTGTTGCTTGGAGCCACCT

iPS 4 MMMMMM&MMMMMMMW@AMMM&M

SACACGATGAAGGCGT TCCCGAAGAAGAGC GCCOGAGGACTTGGCCGACAGGTTGCGGC TGAAATCC TGCAGAAGCAAGTCCTCCTCGGACTGTTGC TTGGAGCCACCT
!

ACACGATGAAGGCGTTCCCGAAGAA (’\\(L(((/\((/\(qub(((’(/\("Il((( SCTGAA AY(LI((/\(A’\/‘CEJ’\»‘(Y(£1((T(Llf(Y(TY((fYLy( AGCCACCT

iPS 6 M\ It AMW\MMAAM!\ oo Y o e o g

ACACGATGAAG CCGAGGACTTGGCCGACAGGT TGCGGC TGAA AAGCAAGTCCTCCTCGGACTGTTGCTTGC

Abb. 79: Elektropherogramm der Off-Target-Sequenz 3 der sgRNA fur Exon9. In grin ist die Off-
Target Sequenz dargestellt, die von der sgRNA fir Exon9 anvisiert werden kann. WT: Referenz-
Sequenz, STE 1: mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 2: mit pX458 transfizierte STE-Zellen,
STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen, iPS: iPS 1-6: sechs unterschiedliche iPS-Zellkullturen
mit pX459 transfiziert(t14],
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Abb. 80: Elektropherogramm der Off-Target-Sequenz 5 der sgRNA fiir Exon9. In grin

Target Sequenz dargestellt, die von der sgRNA fir Exon9 anvisiert werden kann. WT:

ist die Off-

Referenz-

Sequenz, STE 1: mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 2: mit pX458 transfizierte STE-Zellen,
STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen, iPS 1-6: sechs unterschiedliche iPS-Zellkullturen mit

pX459 transfiziert(t14],
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Abb. 81: Elektropherogramm der Off-Target-Sequenz 6 der sgRNA fir Exon9. In grun ist die Off-

Target Sequenz dargestellt, die von der sgRNA fir Exon9 anvisiert werden kann. WT: Referenz-
Sequenz, STE 1: mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 2: mit pX458 transfizierte STE-Zellen,
STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen, iPS 1-6: sechs unterschiedliche iPS-Zellkullturen mit
pX459 transfiziert(t14],
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Abb. 82: Elektropherogramm der Off-Target-Sequenz 7 der sgRNA fiir Exon9. In grun ist die Off-
Target Sequenz dargestellt, die von der sgRNA fir Exon9 anvisiert werden kann. WT: Referenz-
Sequenz, STE 1: mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 2: mit pX458 transfizierte STE-Zellen,
STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen, iPS 1-6: sechs unterschiedliche iPS-Zellkullturen mit
pX459 transfiziert(t14],
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Abb. 83: Elektropherogramm der Off-Target-Sequenz 8 der sgRNA fir Exon9. In grin ist die Off-
Target Sequenz dargestellt, die von der sgRNA fir Exon9 anvisiert werden kann. WT: Referenz-
Sequenz, STE 1: mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 2: mit pX458 transfizierte STE-Zellen,
STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen, iPS 1-6: sechs unterschiedliche iPS-Zellkullturen mit
pX459 transfiziert(t14],
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Abb. 84: Elektropherogramm der Off-Target-Sequenz 9 der sgRNA fiir Exon9. In grin ist die Off-
Target Sequenz dargestellt, die von der sgRNA fiir Exon9 anvisiert werden kann. WT: Referenz-
Sequenz, STE 1: mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 2: mit pX458 transfizierte STE-Zellen,
STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen, iPS 1-6: sechs unterschiedliche iPS-Zellkullturen mit
pX459 transfiziert(t14l,
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Abb. 85: Elektropherogramm der Off-Target-Sequenz 1 der sgRNA fur Exon10. In grun ist die Off-
Target Sequenz dargestellt, die von der sgRNA fiir Exon10 anvisiert werden kann. WT: Referenz-
Sequenz, STE 1: mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 2: mit pX458 transfizierte STE-Zellen,
STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen, iPS 1-3: drei unterschiedliche iPS-Zellkullturen mit
pX459 transfiziert(t14],
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Abb. 86: Elektropherogramm der Off-Target-Sequenz 2 der sgRNA fiir Exon10. In griin ist die Off-
Target Sequenz dargestellt, die von der sgRNA fir Exon10 anvisiert werden kann. WT: Referenz-
Sequenz, STE 1: mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 2: mit pX458 transfizierte STE-Zellen,
STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen, iPS 1-3: drei unterschiedliche iPS-Zellkullturen mit
pX459 transfiziert!*14,
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Abb. 87: Elektropherogramm der Off-Target-Sequenz 4 der sgRNA fur Exon10. In grun ist die Off-
Target Sequenz dargestellt, die von der sgRNA fiir Exon10 anvisiert werden kann. WT: Referenz-
Sequenz, STE 1: mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 2: mit pX458 transfizierte STE-Zellen,
STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen, iPS 1-3: drei unterschiedliche iPS-Zellkullturen mit
pX459 transfiziert!t14l,
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Abb. 88: Elektropherogramm der Off-Target-Sequenz 6 der sgRNA fiir Exon10. In griin ist die Off-
Target Sequenz dargestellt, die von der sgRNA fiir Exon10 anvisiert werden kann. WT: Referenz-
Sequenz, STE 1: mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 2: mit pX458 transfizierte STE-Zellen,
STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen, iPS 1-3: drei unterschiedliche iPS-Zellkullturen mit
pX459 transfiziert!*14,
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Abb. 89: Elektropherogramm der Off-Target-Sequenz 7 der sgRNA fur Exon10. In grun ist die Off-
Target Sequenz dargestellt, die von der sgRNA fir Exon10 anvisiert werden kann. WT: Referenz-
Sequenz, STE 2: mit pX458 transfizierte STE-Zellen, STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen,
iPS 1-3: drei unterschiedliche iPS-Zellkullturen mit pX459 transfiziert!114],
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Abb. 90: Elektropherogramm der Off-Target-Sequenz 8 der sgrRNA fur Exon10. In grun ist die Off-
Target Sequenz dargestellt, die von der sgRNA fir Exon10 anvisiert werden kann. WT: Referenz-
Sequenz, STE 1: mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 2: mit pX458 transfizierte STE-Zellen,
STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen, iPS 1-3: drei unterschiedliche iPS-Zellkullturen mit
pX459 transfiziert(t14l,
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Abb. 91: Elektropherogramm der Off-Target-Sequenz 9 der sgRNA fur Exon10. In grun ist die Off-
Target Sequenz dargestellt, die von der sgRNA fiir Exon10 anvisiert werden kann. WT: Referenz-
Sequenz, STE 1: mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 2: mit pX458 transfizierte STE-Zellen,
STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen, iPS 1-3: drei unterschiedliche iPS-Zellkullturen mit
pX459 transfiziert!t14l,
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Abb. 92: Elektropherogramm der Off-Target-Sequenz 10 der sgRNA fir Exon10. In grun ist die
Off-Target Sequenz dargestellt, die von der sgRNA fir Exonl0 anvisiert werden kann. WT:
Referenz-Sequenz, STE 1: mit C-Check transfizierte STE-Zellen, STE 2: mit pX458 transfizierte
STE-Zellen, STE 3: mit pX459 transfizierte STE-Zellen, iPS 1-3: drei unterschiedliche iPS-
Zellkullturen mit pX459 transfiziert(114,
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