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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Der Aufbau der Netzhaut

Die Netzhaut (Retina) bildet den Augenhintergrund und den rezeptiven Anteil des Auges.
Embryogenetisch entsteht sie aus dem Neuroektoderm, aus dem auch andere Teile des
zentralen Nervensystems hervorgehen (Lamb et al. 2007). Die Retina besteht aus sechs
Haupttypen von Neuronen, welche in verschiedenen Zellschichten angeordnet sind
(siehe Abb. 1.1 A). Die aulRere Kernschicht (ONL) enthalt die Zellkérper der Photorezep-
torzellen, von denen sich das innere Segment (I1S) und das &ufRere Segment (OS) zum
retinalen Pigmentepithel (RPE) hin erstrecken. Die innere Kernschicht (INL) enthalt
Amakrin-, Bipolar-, Mller- und Horizontalzellen. Ganglienzellen, deren Axone den Seh-
nerv bilden, liegen in der Ganglienzellschicht (GCL). AuRere und innere plexiforme
Schichten (OPL bzw. IPL) enthalten synaptische Regionen (Veleri et al. 2015).

1.1.1 Photorezeptoren und RPE

Die Photorezeptoren sind die lichtempfindlichen Zellen in der Netzhaut, mit zwei ver-
schiedenen Untertypen: Stabchen und Zapfen. Die Stabchen-Photorezeptoren ermogli-
chen das Sehen bei schwachem Licht, wéhrend die Zapfen-Photorezeptoren das Far-
bensehen und eine hohe Sehschérfe bei helleren Lichtverhaltnissen vermitteln. Der
zentrale Teil der Makula (gelber Fleck) wird durch die Fovea centralis gebildet und ist
der Bereich des schéarfsten Sehens. Daher besteht dieser Bereich ausschlief3lich aus
Zapfen, um eine hohe Bildscharfe zu erzielen. Die Photorezeptorzellen enthalten
Sehpigmente, welche jeweils aus einem Opsin und einem Chromophor (Retinal) beste-
hen. Rhodopsin bildet das Sehpigment der Stabchen, lodopsin das der Zapfen. Verhalt-
nismanig dberwiegt bei den meisten Saugetieren die Anzahl der Stdbchen. Die mensch-
liche Retina besitzt beispielsweise ungefahr 105 Millionen Stabchen und 6 Millionen Zap-
fen (Veleri et al. 2015).

Die Photorezeptoren selbst sind in vier verschiedenen Anteilen organisiert (siehe Abb.
1.1 B): dem Zellkdrper, der den Kern enthalt, dem inneren Segment (IS), dem auf3eren
Segment (OS) und der synaptischen Region (Lamb 2013). Das OS enthalt Hunderte von
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gestapelten Membranscheiben (discs), die die mit der Phototransduktion (Umwandlung

von Licht in Aktionspotentiale) assoziierten Proteine tragen.

Fast 10 % der OS-Scheiben am distalen Ende werden téglich abgestoRen und vom re-
tinalen Pigmentepithel (RPE) phagozytiert, wobei an deren proximalen Ende stets neue
Scheiben hinzukommen. Dadurch erneuert sich das komplette OS innerhalb von 10-15
Tagen. Das RPE liegt unterhalb der Netzhaut und dient als Barriere zwischen den Pho-
torezeptoren und der Blutversorgung der Aderhaut (Choroidea). Es spielt eine entschei-
dende Rolle bei der Unterstiitzung der Photorezeptorfunktion, einschlief3lich des Trans-
ports von Nahrstoffen und Abfallprodukten und des Retinoid-Recyclings (Veleri et al.
2015).

A B
Stabchen Zapfen
Choroid ==
RPE =
. = Discs
0s AuReres :
Segment
1S
AuReres
— ) Segment
ONL - Con.n_ectlng
cilium
Inneres
OPL Segment
Inneres
Segment

Abbildung 1.1 A: Die Schichten der Retina. HE-Férbung eines Retinaschnitts einer Maus.

RPE: retinales Pigmentepithel. OS: AuRensegment. IS: Innensegment. ONL: &ul3ere Kdrner-
schicht. OPL: aulRere plexiforme Schicht. INL: innere nukledre Schicht. IPL: innere plexiforme
Schicht. GCL: Ganglienzellschicht (Veleri et al. 2015).

Abbildung 1.1 B: Schematische Darstellung der Stabchen- und Zapfenphotorezeptoren.
Die kompartimentierte Morphologie des &ufl3eren Segments ist gut erkennbar (veréandert nach
Veleri et al. 2015).
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1.2 Der visuelle Zyklus

Der Sehprozess des menschlichen Auges beginnt durch Lichtabsorption des Chromo-
phors 11-cis-Retinal (Anteil des Rhodopsins) im Aufliensegment der Photorezeptor-
zellen. Durch Lichtreiz photoisomerisiert 11-cis-Retinal in all-trans-Retinal. All-trans-Re-
tinal wird Uber eine Enzymkaskade innerhalb des RPE lber 11-cis Retinol wieder in 11-
cis Retinal ricktransformiert und so wieder fiir eine erneute Lichtabsorption in den
Photorezeptorzellen zugéanglich gemacht (Kiser et al. 2014). Im Rahmen des Phototrans-
duktionsprozesses fallt somit in den AulRensegmenten regelmaRig all-trans Retinal an,
welches zunachst mit Phosphatidylethanolamine (PE) einen Komplex zu N-Retinylidene-
Phosphatidylethanolamin (N-ret-PE, auch ABE genannt) bildet und anschliel3end tber
die Diskmembranen in das Zytoplasma transportiert wird. Diesen Transport Gbernimmt
unter anderem das ABCA4-Protein (ABCR), welches sich innerhalb der Diskmembranen
befindet (siehe Abb. 1.2) (Tanna et al. 2017).

RPE Extracellular H Rod cytoplasm —_— =
cytoplasm || matrix |‘ = = : =
J L all-trans-retinal Intracellular disc
||RDH8 . ABcA4 —
[RDH12 ( f t
RDH14 | \\ RHO —
““\:-ZiRHO‘f_.\ 1 j -lopsinj-
\  all-trans-retinol fs 11-cis-retinal
\\\ photon
\
N
RGR RDHS
_ LRAT  RPEES ~_ RDH11
CReeY 7 w7 N Bigey) 4w -
all-trans-retinol  all-trans-retinyl 11-cis-retinol  11-cis-retinal
esters

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des visuellen Zyklus. Braun: RPE-Zytoplasma.
Weil3: extrazelluldre Matrix. Lila: AulRensegment einer Zapfenzelle. CRBP1: zellulares Retinol-
bindendes Protein. LRAT: Lecithin-Retinol-Acyltransferase. RGR: retinaler G-Protein-gekoppelter
Rezeptor. RPEG5: Retinoid-Isomerohydrolase. RLBP1: zelluldres Retinaldehyd-bindendes Pro-
tein. RDH 5,11: 11-cis-Retinol-Dehydrogenasen. RDH 8,12,14: All-Trans-Retinal-Dehydrogena-
sen. ABCA4: ATP-binding cassette Transporter (Gregori et al. 2019).
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1.2.1 Die Rolle des ABCA4-Proteins

Das ABCA4-Gen ist ein grof3es und polymorphes Gen, welches aus 50 Exons besteht
und uber das bislang tber 900 Erkrankungs-assoziierte Varianten bekannt sind. Das aus
dem Genabschnitt resultierende, retinaspezifische ABCA4-Protein (ABCR) gehort zur
grolRen Gruppe der ABC-Transportproteine (Tanna et al. 2017). Durch die Funktions-
losigkeit des ABCR kann ein Transport von in 1.2 genanntem ABE nicht mehr ordnungs-
gemal erfolgen. Es existieren zahlreiche ABCR-Mutationen, welche die sogenannte
Stargardt-Krankheit (Morbus Stargardt) verursachen kdnnen (siehe 1.2.2). In dieser Ar-
beit wurde zur Entwicklung eines Mutationsmodells fiir nachfolgende Korrekturversuche
eine Insertionsmutation im porcinen Genom auf cDNA-Ebene in Exon 43 des ABCA4-
Gens generiert. Hier erfolgte die Insertion einer Base (Adenin) zwischen Position 5918
und 5919 der porcinen DNA. Diese ¢.5918 5919insA-Mutation fihrt durch Verschiebung
des Leserahmens (frame shift) einerseits zu einer abweichenden Aminosaure-Sequenz
und andererseits in Exon 44 zu Stop-Codons und damit zu einem friihzeitigen Translati-
onsabbruch des ABCR (siehe Abb. 1.3). Die bei den Korrekturversuchen generierten
Daten stellen die Grundlage fiir spatere Therapieversuche bei mutationstragenden

Schweinen dar, welche innerhalb einer internationalen Arbeitsgruppe gezichtet werden.

ABCA4 Gen: Exon 43 Exon 44

GTG AAC GGA GCT

Val  Asn Gly Ala

GTA GAA CGG AGC E— TG

A\

Val  Glu Arg Ser ... .. STOP

Abbildung 1.3: Pathomechanismus der Insertionsmutation (c.5918 5919insA -Mutation).
Dargestellt ist die Aminosaure-Sequenz, welche durch das jeweils dartiberliegende Basen-

Triplet (Codon) codiert wird. Oben: Ausschnitt der porcinen Wildtyp-Sequenz im Exon 43. Un-
ten: Ausschnitt der mutierten Sequenz im Exon 43 (rot: Insertionsmutation), welche in Exon 44

zu Stop-Codons und einem Abbruch der Translation flhrt.
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1.2.2 Pathophysiologie und Klinik des Morbus Stargardt

Eine im Rahmen von Morbus Stargardt erh6hte Ansammlung von ABE und all-trans Re-
tinal und deren Kondensation zu N-Retinylidene-N-Retinyl-Phosphatidylethanolamin
(A2PE) konnte bereits im ABCR-defizienten Mausmodell nachgewiesen werden. A2PE
fur sich allein betrachtet, scheint nicht toxisch auf die Photorezeptorzellen zu wirken. Die
Toxizitat ergibt sich durch die tagliche Phagozytose der AuRensegmente durch das RPE
im Rahmen des Disk-Erneuerungsprozesses, da das A2PE dort zum zelltoxischen N-
Retinyliden-N-Retinylethanolamin (A2E) hydrolysiert. Das A2E fiihrt durch Akkumulation
als Komponente von Lipofuszin (lipidhaltiges Pigment) zu einer progredienten Dysfunk-
tion des RPE bis hin zum Funktionsverlust, welcher schliel3lich auch eine Degeneration

der Photorezeptoren nach sich zieht (Travis et al. 2007).

Klinisch gesehen ist der Morbus Stargardt (STGD1), auch Fundus flavimaculatus ge-
nannt, eine seltene autosomal-rezessiv vererbbare Erkrankung, die phanotypisch in drei
Formen unterschieden wird: early-onset STGD1, intermediate STGD1 und late-onset
STGDL1. Der early-onset M.Stargardt, der meist vor der Pubertat auftritt, &hnelt klinisch
einer schweren Zapfen-Stabchen-Dystrophie und wird auch als juvenile Makuladegene-
ration bezeichnet, da haufig zunachst eine Zapfendegeneration innerhalb der Makula
beobachtet wird (Khan und Cremers 2020). Mit einer Pravalenz von 1:8000 bis 1:10000
handelt es sich um die haufigste erbliche Makuladystrophie bei Kindern und Erwachse-
nen. Je nach Genvariante und Schweregrad leiden die Patienten unter einer bilateralen,
zentralen Visusminderung bis zum fast vollstandigen Visusverlust. Besonders die early-
onset STGDL1 ist durch einen relativ raschen Verlauf charakterisiert (Tanna et al. 2017).
In der Funduskopie ist bei den Patienten im Verlauf eine gelbliche, unregelmafige Fle-
ckung um die Makula herum und in der Peripherie zu erkennen (daher Fundus flavima-
culatus) (Stargardt 1909). Dies ist durch die Ablagerung von Lipofuszin bedingt, welches
wie oben beschrieben beim Sehvorgang in den Pigmentepithelzellen als Abbauprodukt

entsteht und bei Morbus Stargardt vermehrt gebildet wird.

1.3 Therapieoptionen

Fur STGD1 besteht bisher keine kausale Therapie zur Verfigung. Als Therapieoption
erscheint zunachst eine klassische Gentherapie des ABCA4-Gens mittels viraler Vekto-

ren denkbar. Limitierend fuir den Vektortransfer ist mit ca. 6,8 kb allerdings die Grof3e der
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codierenden Sequenz des ABCA4-Gens (Allikmets et al. 1998; Dhooge et al. 2019). In
der retinalen Gentherapie werden bevorzugt Adeno-assoziierte Virusvektoren (AAVS)
verwendet, da sie ein gutes Sicherheitsprofil besitzen und bereits gut erforscht sind. Al-
lerdings besitzen AAVs eine sehr limitierte Ladekapazitat von weniger als 5 kb, welche
den Transfer eines groRen Gens wie des ABCA4-Gens unmoglich macht. Lentivirale
Vektoren (LVS) besitzen zwar eine etwas grof3ere Ladekapazitat von ca. 8 kb, haben
aber ein geringeres Sicherheitspotenzial, da eine Integration des Vektorgenoms in das
Zielgenom maoglich ist (Thomas et al. 2003). Aufgrund dieser Gegebenheiten erscheint
eine Therapie mittels Genomeditierung sinnvoll, bei der die Ziel-DNA direkt modifiziert
werden kann. Aufgrund der vielfaltigen Modifizierungsmdoglichkeiten bietet sich beson-
ders Prime Editing (siehe 1.6.2) als eine neue Genomeditierungsmethode fiir die Kor-

rektur an.

1.4 Tierische Modellsysteme

In dieser Arbeit wurde fir den Korrekturversuch der, in 1.2.1 genannten, Insertionsmu-
tation das porcine (lat. vom Schwein stammende) Modellsystem gewahlt. Neben dem
Schweine-Modell wird u.a. haufig das murine (lat. von der Maus stammende) Modell in

der ophthalmologischen Forschung gewahlt (Pereiro et al. 2020).

Im Vergleich zum Nagetiermodell sind sich die humane und porcine Retina in Anatomie,
Histologie sowie der Blutversorgung &hnlicher, sodass letzteres Gewebe immer mehr
Bedeutung in der Erforschung von Photorezeptoren und RPE findet. Zwar fehlt im
Schweineauge die beim Menschen vorkommende Makula-Region, jedoch besitzt die
porcine im Vergleich zur humanen Netzhaut (siehe 1.1.1) einen sehr grof3en Anteil an
Zapfen-Zellen (17-20 Millionen) bei annéhernd gleicher Netzhautgrél3e. Die Zapfen sind
hier nicht auf einen bestimmten Bereich der Retina begrenzt, sondern erstrecken sich in
Form von visuellen Streifen Uber die gesamte Retina. Im Gegensatz dazu besitzt die
Maus als nachtaktives Tier eine stibchendominierte Netzhaut mit einem sehr geringen
Anteil an Zapfen (Hendrickson und Hicks 2002; Ruiz-Ederra et al. 2004; Cangiano et al.
2012).

Da der Morbus Stargardt zu Beginn vor allem zu einer Zapfendegeneration fuhrt, bietet
sich die porcine Retina als Modellsystem zur Erforschung der Pathogenese von ABCA4-

Mutationen sowie der therapeutischen Testung sehr gut an.
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1.5 Genomeditierung

Der Begriff Genomeditierung fasst alle molekularbiologischen Methoden zur gezielten
Veranderung von DNA zusammen. Der erste Genom-Veranderungsversuch wurde be-
reits 1979 in Hefezellen unternommen und die erstmalige Beschreibung der heute am
haufigsten verwendeten Genomeditierungsmethode CRISPR-Cas (siehe 1.5.1) erfolgte
1987 durch ein japanisches Forscherteam (Doudna und Charpentier 2014). Mittlerweile
haben sich die Technologien mit Hilfe von designten Nukleasen rasant entwickelt und
finden in Forschung, Medizin und Biotechnologie breite Anwendung, sodass eine teil-
weise sehr prazise Modifikation von DNA-Sequenzen in kultivierten Zellen (in vitro) so-
wie in Tieren und Pflanzen (in vivo) mdglich ist. Prinzipiell basiert die Genomeditierung
auf der Erzeugung von Doppelstrangbriichen (DSBs) der DNA, welche durch verschie-
dene Mechanismen des zelleigenen Reparatursystems modifiziert werden. Neben der
Nutzung von CRISPR-Cas9, kdnnen DSBs auch durch den Einsatz anderer Genomedi-
tierungs-Tools wie Zink-Finger-Nukleasen oder TALEN (engl. transcription activator-like

effector nucleases) induziert werden (Lee et al. 2016).

Seit einigen Jahren ist allerdings auch die Erzeugung von Einzelstrangbriichen (engl.
nicks) mit Hilfe von sogenannten Nickasen mdglich. Dabei handelt es sich um modifi-
zierte Endonukleasen, welche nur noch eine aktive Schneidedoméane besitzen, sodass
die Spaltung von nur einem der beiden DNA-Strange erfolgt. Zu diesen neuen, vielver-
sprechenden Genomeditierungs-Tools zahlen unter anderem die Base Editors und die
Prime Editors (Anzalone et al. 2020). Vor allem auf letztere soll in dieser Arbeit beson-
ders eingegangen werden. Durch die therapeutische Nutzung der neuen Genomeditie-
rungs-Methoden scheint es mdéglich zu sein, krankheitsauslésende Mutationen kausal,

spezifischer und effizienter zu korrigieren.

1.5.1 Das CRISPR/Cas-System

Beim CRISPR/Cas System handelt es sich um eine relativ unkomplizierte molekularbio-
logische Technik, um DNA gezielt zu schneiden bzw. zu verandern. Urspringlich stellen
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (kurz CRISPR) dabei die
essentielle Komponente des Nukleinsdure-basierten adaptiven Immunsystems dar, wel-
ches in Bakterien und Archaeen weit verbreitet ist (Wiedenheft et al. 2012). Dieses Ab-

wehrsystem beruht auf kleinen RNAs zur sequenzspezifischen Erkennung und



Einleitung

Inaktivierung von fremden Nukleinsauren wie beispielsweise von Viren oder Bakterio-
phagen (Jinek et al. 2012). Dabei integrieren Bakterien und Archaeen im Falle einer In-
fektion kurze Fragmente der fremden Nukleinsdure (Spacer) zwischen kurze, palindro-
mische Wiederholungen in deren Wirtschromosom (Repeats im CRISPR-Array). Ge-
meinsam bilden Repeat- und Spaceranteile durch Transkription die CRISPR-RNA
(crRNA), die jeweils eine Sequenz enthalt, die komplementar zu der zuvor eingedrunge-
nen Nukleinsaure ist (Wiedenheft et al. 2012). Die crRNA wird dann mit Hilfe einer bak-
teriellen trans-aktivierenden crRNA (tracrRNA) mit einer Endonuklease (Cas9, bei
CRISPR-System 1) verknipft und kann so fremde DNA spalten. Diese Cas9-Endonuk-
lease (von engl. CRISPR-associated) wurde erstmals in Streptokokkus pyogenes ent-
deckt und besitzt zwei Schneidedoméanen, RuvC und HNH, welche einen stumpfen Dop-
pelstrangbruch (blunt ends) herbeifiihren (siehe Abb. 1.4). Die aktivierte Cas9-Endonuk-
lease spaltet die zur crRNA komplementére Sequenz allerdings nur, wenn an deren 3’
Ende eine zusatzliche 3-5 bp kurze Sequenz, das PAM (protospacer adjacent motif),
vorhanden ist. Da dieses nicht im CRISPR-Array des Bakteriums enthalten ist, wird eine

Spaltung des eigenen, bakteriellen Genoms verhindert (Yanik et al. 2017).

Seit einigen Jahren wird das CRISPR/Cas9-System weltweit als Genomeditierungs-Tool
zur gezielten Veranderung von DNA-Sequenzen genutzt. Hierbei wurde das RNA-
Duplex, bestehend aus crRNA und tracrRNA, zu einer single guide RNA (sgRNA) fusio-
niert, deren 5’ Ende die DNA-Zielstelle durch Watson-Crick-Basenpaarung bestimmt und
deren 3‘ Ende sich an das Cas9 bindet. Der Cas9-sgRNA-Komplex verursacht dann in
der Ziel-DNA einen Doppelstrangbruch, der zur Aktivierung von zelleigenen Repara-
turmechanismen fuhrt. Diese Mechanismen kénnen fir verschiedene Genomeditierun-
gen wie beispielsweise Deletionen oder Insertionen oder ganze Knock-Outs von DNA-
Abschnitten genutzt werden. Das CRISPR/Cas9-System bietet damit durch seine vari-
able Programmierbarkeit sowie durch dessen kostengiinstigen Faktor eine vielverspre-
chende Madglichkeit fir die Gentherapie verschiedenster Erkrankungen (Doudna und
Charpentier 2014).
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Abbildung 1.4: Schematischer Aufbau des CRISPR-Cas9 Komplex. Die crRNA (schwarz) und
die tracrRNA (rot) bilden gemeinsam die sgRNA. Diese ist angegliedert an das Cas9-Enzym
(blau), welches zwei Schneidedoméanen (RuvC, HNH) besitzt (verandert nach Doudna und

Charpentier 2014. Reprinted with permission from AAAS).

1.5.2 Zelleigene Reparaturmechanismen

Doppelstrangbriiche (DSBs) der DNA kodnnen intern im Rahmen der Zellteilung, aber
auch extern durch Noxen der Umgebung entstehen. Zur Erhaltung der genomischen
Integritdt missen diese maoglichst zigig korrigiert werden. Der Zelle stehen dabei ver-
schiedene Korrekturméglichkeiten zur Verfiigung, wobei DSBs prinzipiell durch homo-
loge oder durch nicht-homologe Mechanismen repariert werden kénnen (Lee et al.
2016). Die nicht-homologe Reparatur erfolgt durch non-homologous end joining (NHEJ)
oder durch alternatives NHEJ, auch microhomology-mediated end joining (MMEJ) ge-
nannt. Die homologe Reparatur erfolgt durch homology directed repair (HDR) (siehe
Abb. 1.5).

NHEJ findet dabei unabhéngig des Zellzyklus in allen Zyklusphasen statt und ist damit
der dominierende Reparaturmechanismus. Die stetige Aktivitdt von NHEJ sorgt flir eine
rasche DSB-Reparatur, indem die Strang-Enden der DNA direkt ligiert werden. Aller-
dings fuhrt dies am Ort der Reparatur zu kleinen Insertionen und Deletionen (kurz Indels)
sowie zu Substitutionen, wodurch die NHEJ-Reparatur als sehr fehleranféllig zu charak-
terisieren ist (Yanik et al. 2017). Indels kénnen im Genom das Leseraster fur die Tran-
skription verschieben (frame shift) und somit zu funktionslosen Proteinen oder auch Gen-
Knockouts fihren, indem ein Stopcodon generiert wird. Letzteres kann allerdings auch
therapeutisch genutzt werden, denn bei Mutation eines Introns (nicht-codierender Gen-
abschnitt) kann so der mutierte Genbereich durch NHEJ-basierte Gentherapie ausge-

schaltet werden (Yoshimi et al. 2021).
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Handelt es sich allerdings um eine Mutation eines Exons (codierender Genabschnitt),
sollte eine therapeutische Korrektur mittels MMEJ oder besser HDR angestrebt werden,
da hier aufgrund von einer vorhandenen DNA-Vorlage eine weniger fehlerhafte Repara-
tur stattfindet. Die Reparatur durch MMEJ findet vor allem in der S-Phase des Zellzyklus
statt und beruht auf mikrohomologen DNA-Bereichen (je 5-25 Nukleotide), die den DSB
flankieren. Durch die Ligation dieser Bereiche fuhrt MMEJ allerdings auch wie NHEJ zu
Basen-Deletionen im reparierten DNA-Abschnitt (Yanik et al. 2017; Deng et al. 2014).

Die Reparatur durch HDR funktioniert im Vergleich zu den anderen beiden Mechanis-
men weitgehend fehlerfrei, da die Zelle in der S-Phase das Schwesterchromatid als di-
rekte Reparaturvorlage fiir den DSB nutzen kann. Die Anwendung einer HDR-basierten
Gentherapie scheint sich somit fur eine prazise Modifikation der Ziel-DNA anzubieten.
Allerdings weist HDR auf Kosten der spezifischeren Korrektur im Vergleich zu NHEJ eine
geringere Effizienz auf. So muss HDR bei therapeutischer Nutzung also meist zuséatzlich
exogen stimuliert oder der Einfluss von NHEJ herunterreguliert werden, um die Effizienz
zu erh6hen (Nambiar et al. 2019). Zudem konkurriert HDR wahrend der S- und G2-
Phase mit MMEJ, sodass der Anteil an NHEJ-Reparaturen in der Zelle deutlich tUber-
wiegt (Yanik et al. 2017).

Die Reparatur durch HDR ist wie bereits erwahnt nur in mitotisch aktiven Zellen méglich,
weshalb der therapeutische Einsatz in postmitotischen Zellen wie Photorezeptoren oder
neuronalen Zellen deutlich erschwert ist. Eine weitere Einschrankung fur eine HDR-ba-

sierte Gentherapie stellt die stets notwendige Einbringung einer DNA-Vorlage dar.

DNA cleavage

5 == 3
3 = 5
Non-homologous end joining (NHEJ) Homology-directed repair (HDR) Microhomology-mediated end joining (MMEJ)
Mutation
Deletion e B
— -\ -_\ e — ]
—= > X —
C——
r CC— )
° DNA Template 1
Insertion 1
| —
—m—— =
———
Gene disruption (Indels) Gene addition, correction or modification Sequence deletion

Abbildung 1.5: Schematische Ubersicht liber die zelleigenen Reparaturmechanismen. Dar-
gestellt sind die drei Reparaturwege NHEJ, HDR und MMEJ zur Reparatur eines DSB (Yanik et
al. 2017).
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1.6 Neue Genomeditierungsmethoden

Fir eine effiziente Anwendung von Genomeditierungsmethoden sollte die Bildung von
DSBs und off-target Effekten vermieden werden. Off-target Effekte beschreiben unge-
wollte Veranderungen/Editierungen von DNA-Bereichen abseits der Zielregion. Diese

kénnen durch eine unspezifische Bindung der jeweiligen guide RNA entstehen.

Die Generierung von DSBs ist fiir die meisten gentherapeutischen Fragestellungen nicht
unbedingt erforderlich, da genetisch betrachtet die grof3e Mehrheit aller krankheitsasso-
ziierten Varianten des Menschen auf Punktmutationen wie kleinen Insertionen, Deletio-
nen und Substitutionen (Transitionen und Transversionen) beruhen (siehe Abb. 1.6). Es
wird also ein prazises Reparatursystem fir diese kleinen Veranderungen benotigt, wel-
ches im besten Fall nicht auf die Bildung von DSBs angewiesen ist und geringe off-target

Effekte erzeugt (Anzalone et al. 2019).

Neue CRSIPR-Cas assoziierte Genomeditierungs-Tools wie Base Editors und Prime
Editors (siehe 1.6.1 und 1.6.2) erfullen dieses Kriterium, da sie durch Nutzung einer
Nickase anstatt eines DSB einen Einzelstrangbruch der DNA (engl. nick) generieren.
Durch Erzeugung des Nicks wird eine Reparatur durch NHEJ nahezu vollstéandig ver-
mieden und damit eine prézisere Genomeditierung mit weniger Indel-Formation und ge-
ringeren off-target Effekten moglich. Durch die neuen Tools kénnen Korrekturen in jeder
Zellzyklusphase erfolgen, da auf den Einsatz von DNA-Vorlagen und damit eine HDR-
assoziierte Korrektur verzichtet werden kann (Anzalone et al. 2020). Neben Photorezep-
torzellen ist ein Grol3teil der Zellen im Kdrper nicht mehr mitotisch aktiv und somit solch
eine Reparaturmethode unabhangig vom Zellzyklus zur Korrektur verschiedenster Mu-
tationen notwendig.

11
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Abbildung 1.6: Prozentuale Anteile der genetischen Mutationsvarianten des Menschen.
Dargestellt anhand der Daten des ClinVar-Registers (Datenzugriff Juli 2019, verandert nach
Anzalone et al. 2019).

1.6.1 Base Editors

Base Editors (BEs) sind in der Lage eine direkte Base-zu-Base-Konversion der Ziel-DNA
ohne Generierung eines DSB herbeizufiihren. Hierfir besitzen friihere Generationen
eine katalytisch inaktive Cas9-Nuklease (engl. dCas9), die durch gezielte Mutationen der
Schneidedomé&nen entwickelt wurde (Komor et al. 2016). Mittlerweile werden allerdings
hauptsachlich Cas9-Nickasen verwendet (Kantor et al. 2020).

Grundsatzlich werden zwei Klassen von Base Editors unterschieden: Cytosin-Base Edi-
tors (CBESs) (siehe Abb. 1.7) und Adenosin-Base Editors (ABES), die prinzipiell dem
Komplex des CRISPR-Cas Systems entsprechen. Die Besonderheit liegt hierbei in einer
Uber ein Linker-Protein verknupfte ssDNA-Deaminase, welche, gefuhrt durch eine
sgRNA, an die Ziel-DNA bindet und die Base-zu-Base-Konversion initiiert. Nach Bindung
der Cas9-Domane und Hybridisierung der sgRNA mit der DNA ist die Deaminase in der
Lage die PAM-distalen Nukleotide zu deaminieren. CBEs nutzen dabei Cytosin-De-
aminasen, um Cytosin in Uracil zu transformieren, welches nachfolgend von den DNA-
Polymerasen wahrend der Zellreparatur als Thymin abgelesen wird. Damit das gebildete
Intermediar Uracil nicht ziigig wieder von der zelleigenen Uracil-N-Glykosylase ausge-
schnitten wird, sind CBEs zusétzlich tber ein Linker-Protein mit Uracil-N-Glykosylase-
Inhibitor Doméanen (UGIs) verbunden, welche dies weitgehend verhindern. Die Editie-
rungseffizienz der CBEs konnte dadurch deutlich gesteigert werden (Anzalone et al.
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2020). ABEs nutzen hingegen kunstlich entwickelte Desoxyadenosin-Deaminasen, um
Adenosin in das Intermediar Inosin zu konvertieren, welches von den Polymerasen als

Guanin abgelesen wird (Gaudelli et al. 2017).

Durch die Anwendung von Base Editors sind somit alle vier Transitionsmutationen
(C—T, T-C, G—A und A—G) und damit potenziell 30% aller genetischen Mutationsva-
rianten des Menschen korrigierbar (vgl. Abb. 1.6).

CBE

Cas9n
gRNA
D
Protospacer PAM
3. -5
N 1<
- Genomic DNA
Linker \
Cytidine deaminase Ej—@
\ )
T
Genomic Dfeaminaléon
DNA DNA
binding and . i gn:iar:?;:ing . \Zf) replication ProtospacerPAM
opening ) ’ of top strand ) ' | orrepair 31__,_1_,.1., .
3 M3 —— 3210 3 — . AT

Final base-edited DNA

Abbildung 1.7: Exemplarische Darstellung des Editierungsmechanismus durch den Cyto-
sin Base Editor (CBE). Protospacer = DNA-Abschnitt vor einer PAM (Porto et al. 2020).

1.6.2 Prime Editors

Prime Editors (PESs) schliel3en die Editierungsliicke der BEs, indem sie zusatzlich in der
Lage sind, alle Transversionsmutationen (C—A, C—G, G—C, G—T, A—C, A—T, T-HA
und T—G) sowie kleine Insertionen und Deletionen und deren Kombination zu beheben.
Dadurch ist das Spektrum der Editierungsmdaglichkeiten um ein Vielfaches erweitert und
durch Prime Editing kdnnen potenziell knapp 90% aller humanen genetischen Mutati-
onsvarianten korrigiert werden (vgl. Abb. 1.6). Dies ist moglich durch den speziellen Auf-
bau der PEs, da sie neben einer Cas9-Nickase eine fusionierte Reverse-Transkriptase
(RT) Doméne besitzen, welche RNA in DNA transkribieren kann. Zusammen mit einer
prime editing guide RNA (pegRNA) werden diese drei Komponenten als Prime Editing-

Komplex bezeichnet. Zum Zeitpunkt dieser Arbeit wurden drei Generationen von PE-
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Komplexen in der Literatur erwahnt. Im Folgenden wird die zweite Generation, der so-

genannte PE2-Komplex, beschrieben (siehe Abb. 1.8).

Dieser PE-Komplex wird von der pegRNA zur PAM-tragenden Ziel-Sequenz gefiihrt. Die
pegRNA besteht dabei in 5° > 3° Richtung aus drei verschiedenen Anteilen: der Spacer-
Sequenz (auch gRNA-Sequenz), der Scaffold-Sequenz und der 3'-Extension-Sequenz,

welche Primer-binding site (PBS) und RT-template (mit gewlinschtem Edit) beinhaltet.

Die Spacer-Sequenz bindet dabei an die nicht zu editierende DNA und dient als ,Platz-
halter” fur die Editierung des Ziel-DNA-Stranges. Uber die Scaffold-Sequenz (engl. Ge-
rust) ist dieser Abschnitt mit der 3’-Extension verbunden. Die Cas9-Nickase schneidet
die Ziel-DNA-Sequenz ein paar Basenpaare aufwérts der PAM, was der PBS der
pegRNA ermdglicht, mit der Ziel-DNA zu hybridisieren. Nun wird anschlieRend an die
PBS und ausgehend vom RT-template die RNA in DNA durch die RT transkribiert.
Dadurch soll die gewiinschte Modifikation (engl. Edit), beispielsweise eine Insertion oder
Deletion, in die DNA integriert werden. Mit der Editierung wird folglich ein 3‘-Flap (Uber-
hang) generiert, der mit dem Ubriggebliebenen 5'-Flap der Ziel-DNA konkurriert. Wird
nun der 5-Flap von zelleigenen Endonukleasen wie FEN1 entfernt und der 3‘-Flap mit
Hilfe einer zelleigenen DNA-Ligase ligiert, entsteht ein sogenanntes Heteroduplex-Inter-
mediar mit dem gegeniiberliegenden DNA-Strang, da die DNA-Abschnitte nun nicht
mehr komplett komplementéar sind (engl. mismatch). Im besten Fall wird nun der editierte
Strang vom zelleigenen Reparatursystem als Reparaturvorlage genutzt und der nicht-
editierte Strang dementsprechend angepasst. Allerdings geschieht auch haufig der un-

gewollte Fall, dass der editierte Bereich wieder entfernt wird.

Die Mismatch-Reparatur kann beeinflusst werden, indem der nicht-editierte Strang zu-
satzlich durch eine weitere guide RNA, eine sogenannte nicking guide RNA (ngRNA),
geschnitten wird. Dadurch nutzt das Reparatursystem bevorzugt den nicht-editierten
DNA-Strang als Vorlage. Das gewiinschte Edit im editierten Strang bleibt somit mit einer
héheren Wahrscheinlichkeit bestehen und wird nicht ausgeschnitten. Dieser erweiterte
Komplex durch die hgRNA wird als PE3-Komplex bezeichnet. Wahlt man dabei die
NngRNA so, dass der nicht-editierte Strang erst genicked wird, wenn das Edit installiert
wurde, bezeichnet man dieses System als PE3b-Komplex. Durch diese Detektion der
erfolgreichen Edit-Insertion kann die Editierungseffizienz vor allem im Vergleich zum
PE2-Komplex deutlich gesteigert werden (Anzalone et al. 2019).

Aufgrund der Eigenschaft auch kleine Deletionen ohne DSB-Bildung herbeifiihren zu
kénnen, wurden Prime Editors in dieser Arbeit zur Korrektur der beschriebenen Inser-

tionsmutation (siehe 1.2.1) verwendet.
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Abbildung 1.8: Schematische Darstellung des Editierungsmechanismus durch den PE2-
Komplex. Der PE2-Komplex wird gebildet durch pegRNA, Reverse Transkriptase- und Cas9

Nickase - Doméane (verandert nach Anzalone et al. 2019).

1.7 DNA-Quantifizierungsmethoden

In dieser Arbeit wurde fur die spéatere Quantifizierung der Reparaturerfolge durch die
pegRNAs ein BRET (Bioluminescence Resonance Energy Transfer) - Reportersystem
verwendet. Dieses System basiert im Wesentlichen auf einer Dipol-Dipol-vermittelten
Ubertragung von Energie. Ein lumineszierendes Donor-Enzym emittiert nach der Um-
wandlung seines Substrats Licht einer bestimmten Wellenlange, welches ein fluoreszie-
rendes Akzeptormolekil zur Lichtemission eines anderen Wellenbereichs anregt. Dieser
Emissionsquotient (BRET-Ratio) kann mittels BRET Assay (siehe 2.2.3.2) gemessen
werden (Wimmer et al. 2021). Neben einer Fluoreszenz-basierten Quantifizierungsme-
thode wie dem BRET-Reportersystem sind auch einige Sequenzierungs-basierte Ana-
lyse-Tools wie beispielsweise TIDE (Tracking of Indels by DEcomposition), TIDER (Tra-
cking of Insertions, Deletions and Recombination events) oder ICE (Interference of
CRISPR Edits) verfugbar (Brinkman und van Steensel 2019; Robb 2019). Diese Metho-
den kénnen Insertionen und Deletionen (kurz Indels) innerhalb der Ziel-DNA zwar ge-
nauer detektieren und spezifizieren, sind allerdings u.a. auch mit hoherem zeitlichem
Aufwand verbunden.

Vor allem fir in vitro Experimente bietet das BRET-Reportersystem daher eine relativ
schnelle und sensitive Mdglichkeit Verdnderungen innerhalb der Ziel-DNA, welche sich
innerhalb eines BRET-Sensorplasmids zwischen Donor- und Akzeptor-Doméne befin-
det, zu detektieren. Auf3erdem ist mit genanntem Reportersystem eine Unabhangigkeit
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von Zellzahl und Konzentration gegeben und somit auch bei schwankender Zellzahl/Zell-
dichte in den Zellkulturen ein Vergleich der gemessenen BRET-Ratios moglich (Wimmer
et al. 2021).

1.8 Zielsetzung

Die Genadditionstherapie mithilfe viraler Vektoren ist bei Morbus Stargardt aufgrund der
GroRRe des ABCA4-Gens nicht moglich (siehe 1.3). Zudem handelt es sich bei Photore-
zeptoren um postmitotische Zellen, wodurch eine HDR-basierte Reparatur nur schwer
realisierbar ist. Ziel der Arbeit ist es daher, die beschriebene Insertionsmutation im por-
cinen ABCA4-Gen mittels Prime Editing zu korrigieren, indem durch Deletion des patho-
genen Adenins der urspringliche Leserahmen wiederhergestellt wird (siehe 1.2.1). Hier-
fur wird der erstmals von Liu et al. beschriebene Prime Editor 2 sowie dessen Weiter-
entwicklung Prime Editor 3 bzw. 3b eingesetzt. Dadurch kénnte die Bildung von DSBs,
damit einhergehende Indels sowie off-target Effekte weitgehend verhindert werden. Die
Quantifizierung des Reparaturerfolgs der verschiedenen pegRNAs soll mittels BRET-

Assay (siehe 2.2.3.2) analysiert werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Gerat Typ Hersteller, Ort
Autoklav DX-65 Systec, Linden
Dest. H,O Anlage Arium 611Dl Sartorius, Géttingen

Drucker fur das

Seiko, Neu-Isenburg

Photometer
Eismaschine AF 80 Ice Flaker Scotsman, Berlin
Elektroporator 2510 Eppendorf, KéIn

Fluoreszenz-Mikroskop  BioZero

Keyence, Essen

Gefrierschrank (-20 °C)  Liebherr Premium

Liebherr,
Ochsenhausen

Gefrierschrank (-80 °C) Hera Freeze

Thermo Electron Corpora-
tion, Langenselbold

Gelkammer fur Agarose-
gele mit Gelkamm

Biometra Compact XS/S und M

Biometra, Gottingen

Heizblock Biometra TB2

Biometra, Gottingen

Inkubator fir eukaryoti-

sche Zellen €150

Binder, Tuttlingen

Inkubator fir prokaryoti-

sche Zellen BD115

Binder, Tuttlingen

Kuhlschrank (+4 °C) -

Bosch, Gerlingen

Kihlschrank (+4 °C) -

Liebherr,
Ochsenhausen

Kihlschrank (+4 °C) -

VWR, Darmstadt

Klvetten (Elektroporation) 71-2010

Peglab, Erlangen

Magnetrihrer IKA RCT classic

IKA, Staufen

Mikroskop VWRI 630

VWR, Darmstadt
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Multimode Platereader

Tecan Infinite M1000Pro

Tecan Austria, Grodig

Photometer BioPhotometer Eppendorf, Hamburg
. 0,5-10 pl/ 2-20 pl/ 20-200 pl/ .
Pipette 100-1000 l/0,5-5,0 ml Brand, Wertheim
Eppendorf Reference
Pipette 0,5-10 pl/ 2-20 pl/10- Eppendorf, Hamburg
100 pl/ 100-1000 pl
Pipette Eppendorf Research Plus Eppendorf, Hamburg

20-200 i/ 100-1000 pl

Power-Supply fir
Elektrophoresen

PS305T

Whatman-Biometra,
Gottingen

Schuttler

Centromat H/MOII

Sartorius, Géttingen

Spulmaschine

Miele Professional

Miele, Gitersloh

Sterilbank

MSC-Advantage

Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt

Stickstofftonne (-196 °C)

Thermolyne Locator Plus 6

Thermolyne,
Pfullingen

Thermoblock

TB2 Thermoblock

Biometra, Gottingen

Trockenschrank

Binder, Tuttlingen

UV-Transilluminator

BioDoc Analyze

Biometra, Gottingen

VWR International,

Vortexer Digital Vortex Mixer Darmstadt

VWR International,
Vortexer Q04 Darmstadt
Vortexer uniTexerl LLG Labware, Meckenheim
Waage Pioneer Ohaus, Naenikon

Wasseraufbereitungssys-
tem

Milli-Q Synthesis

Millipore, Schwalbach

Wasserbad Julabo TW12 Julabo, Seelbach
Zentrifuge Mikro200 Hettich, Tuttlingen
Zentrifuge MiniStar silverline \[;\;\ﬁslgginational,
Zentrifuge 1-15 PK Sigma, Minchen
Zentrifuge 4K15 Sigma, Minchen
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Zahlkammer

Neubauer improved

Roth Chemie, Karlsruhe

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Material

Typ

Hersteller, Ort

Bakterienkulturplatte

Petri Dish 100 x 15

Greiner Bio-One,
Frickenhausen

Filteraufsatz

Rapid-Filtermax

TPP, Trasadingen

Filterpipettenspitzen

10 pl/ 200 plf 1250 i

Nerbe plus, Winsen

Glaspipetten

5 mi/10 ml/ 20 ml

Brand, Wertheim

N LVL Technologies,
Kryoréhrchen MX 500 Crailsheim
Multipipettenspitzen PD-Tips 5 ml Brand, Wertheim

Paraffinfilm Laboratory Film Bemis, Braine L'Alleud
PCR Soft Tubes 0,2 mi Biozym, Hessisch Oldendorf
Pipettenspitzen 1-10 pl Biozym, Hessisch Oldendorf
Pipettenspitzen 1-10 pl Brand, Wertheim
Pipettenspitzen 2-200 pl Sarstedt, Numbrecht
Pipettenspitzen 100-1000 pl Sarstedt, Numbrecht
Pipettenspitzen 0,5-5,0 ml Brand, Wertheim
Reaktionsgefalie 1,5ml Sarstedt, NUmbrecht
ReaktionsgefalRe 2,0ml Sarstedt, Nimbrecht

. N Greiner Bio-One,
Reaktionsgefalie 15 ml Erickenhausen
ReaktionsgefaRe 50 ml Greiner Bio-One,

Frickenhausen

Zellkulturplatte

Cell culture dishes
100 x 20 mm

Greiner Bio-One,
Frickenhausen

Zellschaber

Cell Scraper 16 cm

Sarstedt, NUmbrecht
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6-Well Platte

Greiner Bio-One,
Frickenhausen

96-Well Platte

2.1.3 Chemikalien

Costar 96 Flat White

Corning, Wiesbaden

Chemikalie Hersteller, Ort

Agar Life Technologies/ Thermo Fisher
9 Scientific, Darmstadt

Agarose LE Genaxxon Bioscience, Ulm

Coelenterazine 400a

Nanolight Technology, Pinetop

DMEM ---

PAA Laboratories, Colbe

dNTPs (10mM)

NEB, Frankfurt a. Main

Ethanol Roth, Karlsruhe

FKS Anprotec, Bruckberg
Glycerin Merck, Darmstadt
HEPES Roth, Karlsruhe
Isopropanol Sigma-Aldrich, Darmstadt
L-Glutamin Anprotec, Bruckberg

Luria Broth (LB)

Life Technologies/ Thermo Fisher
Scientific, Darmstadt

Magnesiumchlorid (50mM)

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt

PEI (Polyethylenimin)

Polysciences Europe GmbH,
Hirschberg an der BergstralRe

Tris

Roth, Karlsruhe
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2.1.4 Puffer und Lésungen

Allgemeine Puffer:

PBS (10x Phosphatpuffer):

NacCl

KCI
NaHPO4
KH2PO4
ddH.O

Puffer fir die Agarosegelelektrophorese:

TBE (10x):

Tris-NH3
Borsaure
EDTA
ddH,0O

Losungen fur die Transfektion:

PEI-Mix:

PEI (MW: 26 kDa)

NaCl (autoklaviert)

Weitere verwendete Puffer und Losungen:

Bezeichnung

80,09

20g

14,4 g

249

ad 1000 ml, pH 7,4 mit HCI

121,09
5159
3549

ad 1000 mi

0,14/
150 mM

Hersteller, Ort

Buffer AE

Qiagen, Hilden

Cut Smart Buffer (10x)

NEB, Frankfurt a.M.

DNA Loading Dye (6x)

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
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Ligase-Puffer (10x)

NEB, Frankfurt a.M.

Phusion HF Buffer (5x)

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

Serva DNA Stain Clear G

SERVA Electrophoresis, Heidelberg

S1-Resuspension Buffer

Macherey-Nagel, Diren

S2-Lysis Buffer

Macherey-Nagel, Diren

S3-Neutralization Buffer

2.1.5 DNA GroRRenstandard

Bezeichnung

GeneRuler 1 kb DNA Ladder

2.1.6 Enzyme

Macherey-Nagel, Diren

Hersteller, Ort

Life Technologies/ Thermo Fisher Scien-

tific, Darmstadt

Die in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme wurden mit den mitgelieferten Puf-

fern nach Herstellerangaben verwendet. Die jeweiligen Schnittstellen sind durch Pfeile

markiert. Alle anderen verwendeten Enzyme wurden ebenfalls nach Herstellerangaben

verwendet.

Verwendete Restriktionsenzyme:

Bezeichnung Erkennungssequenz Hersteller, Ort

Bbsl-HF gg?ﬁgﬁ&%zl; NEB, Frankfurt a.M.
Bsal-HFv2 gggg;‘g&ﬁ% NEB, Frankfurt a.M.
EcoRI-HF gg#’?ﬁ:{;g% NEB, Frankfurt a.M.
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EcoRV-HF

5...GAT|ATC...3
3...CTATTAG...5

NEB, Frankfurt a.M.

Ndel

Weitere verwendete Enzyme:

Bezeichnung

5..CA|TATG...3'
3...GTAT{AC...5'

NEB, Frankfurt a.M.

Hersteller, Ort

Accutase

Anprotec, Bruckberg

T4 DNA-Ligase

NEB, Frankfurt a.M.

Phusion DNA-Polymerase

2.1.7 Antibiotika

Bezeichnung Konzentration

Ampicillin 100 pg/pl

2.1.8 Software

Die verwendete Software wurde zur Bearbeitung und Auswertung von Bildmaterial sowie

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

Hersteller, Ort

Sigma-Aldrich, Darmstadt

zur statistischen Auswertung von Messergebnissen eingesetzt.

Bezeichnung

Hersteller, Ort

FinchTV Perkin Elmer, Rodgau
icontrol Tecan, Groding
SigmaPlot Systat, Erkrath

SnapGene

Insightful Science, San Diego (USA)
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2.1.9 Plasmide

Plasmid

Bezugsquelle

pU6-pegRNA-GG-Acceptor Plasmid Addgene #132777
pCMV-PE2 Plasmid Addgene #132775
pSpCas9(BB)-2A-Puro(PX459)Vv2.0, Addgene #62988

kurz px459 Plasmid

BRET-Sensorplasmid (In6T2)
mit ABCA4-Ziel-DNA

Eigene Herstellung

pcDNA-RLuc8

Addgene #87121

pTagGFP2-N

pU6G-pegRNA-GG-Acceptor Plasmid

Evrogen, Heidelberg

Das pU6-pegRNA-GG-Acceptor Plasmid (Addgene: #132777) wurde in dieser Arbeit zur

Integration und Klonierung der pegRNA-Sequenzen verwendet. Die Expression wird

durch einen U6-Promotor reguliert. Das Plasmid enthalt neben einem Ampicillin-Resis-

tenzgen eine mRFP (red fluorescence protein) Dropout Cassette (siehe Abb. 2.1)

(Anzalone et al. 2019).
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Ndel (179)
. Bsal (245)

pU6-pegRNA-
GG-acceptor

” " Bsal (1070)
Ndel (1108)

Abbildung 2.1: Vektorkarte des pU6-pegRNA-GG-Acceptor-Plasmids mit Schnittstellen

von Ndel und Bsal (erstellt mit SnapGene®).

pCMV-PE2 Plasmid

Das pCMV-PE2 Plasmid (Addgene: #132775) enthalt den Prime Editor 2 Komplex, wel-
cher aus der Cas9 Nickase (H840A) Doméne sowie der Reverse Transkriptase (M-MLV)
Domaéne besteht. Die Expression wird durch einen CMV-Promotor reguliert. Das Plasmid

enthalt zudem ein Ampicillin-Resistenzgen (siehe Abb. 2.2) (Anzalone et al. 2019).
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pCMV-PE2

Abbildung 2.2: Vektorkarte des pCMV-PE2 Plasmids (erstellt mit SnapGene®©).
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pSpCas9(BB)-2A-Puro(PX459)V2.0

Das pSpCas9(BB)-2A-Puro(P X459)V2.0 Plasmid (Addgene: #62988), kurz px459 Plas-
mid, wurde in dieser Arbeit zur Klonierung der ngRNAs verwendet. Das Plasmid enthalt
ein Puromycin- und Ampicillin-Resistenzgen. Die Expression wird durch einen U6-Pro-
motor reguliert (siehe Abb. 2.3) (Ran et al. 2013).

{245) Bbsl ) BbsI (267)

_|ngRNA scaffold)

pSpCas9(BB)-2A-
Puro (PX459) V2.0

" EcoRV (3220)

Abbildung 2.3: Vektorkarte des pSpCas9(BB)-2A-Puro(PX459)V2.0 Plasmids. Die Schnitt-
stellen von Bbsl und EcoRV sowie der Klonierungsbereich der ngRNA (blau) sind eingezeichnet

(erstellt mit SnapGene®).

BRET-Sensorplasmid (In6T2)

Das BRET-Sensorplasmid wurde innerhalb der Arbeitsgruppe hergestellt und in dieser
Arbeit zur Quantifizierung des Reparaturerfolgs der pegRNAs via BRET Assay verwen-
det. Es beinhaltet die zu korrigierende porcine ABCA4 Ziel-DNA-Sequenz, welche von
einer RLuc8 (Renilla Luciferase) und GFP2 (green fluorescence protein) Doméne flan-
kiert ist. Die Expression der Ziel-DNA-Sequenz wird durch einen CMV-Promotor reguliert
(siehe Abb. 2.4).
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BRET mit ABCA4

Ziel-DNA
5533 bp

Abbildung 2.4: Vektorkarte des BRET-Sensorplasmids (In6T2) mit ABCA4-Ziel-DNA (erstellt
mit SnapGene®©).

pcDNA-RLuc8

Das pcDNA-RLuc8 Plasmid (Addgene: #87121) exprimiert das Luciferase-Protein und
wurde im BRET Assay als Negativkontrolle verwendet. Die Expression ist durch einen
CMV-Promotor reguliert (siehe Abb. 2.5) (Loening et al. 2006).

V4 < oy enhance W
ey
j o \

pcDNA-RLucs

Abbildung 2.5: Vektorkarte des pcDNA-RLuc8 Plasmids (erstellt mit SnapGene®©).
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pTagGFP2-N

Das pTagGFP2-N Plasmid (http://evrogen.com/products/vectors/pTagGFP2-N/pTag
GFP2-N.shtm) wurde durch die enthaltene GFP2-Sequenz als Mal fur die Transfekti-
onseffizienz verwendet. Die GFP-Expression wird durch einen CMV-Promotor reguliert.

Das Plasmid enthalt ein Ampicillin- sowie Kanamycin-Resistenzgen (siehe Abb. 2.6).

pTagGFP2-N

4729 bp

Abbildung 2.6: Vektorkarte des pTagGFP2-N Plasmids (erstellt mit SnapGene®).

2.1.10 Oligonukleotide und Primer

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide (siehe Tab. 2.1) wurden Uber das On-
line-Tool ,PrimeDesign® von Pinellolab generiert und extern von Metabion (Planegg) syn-
thetisiert. Die pegRNA- sowie ngRNA-Oligosequenzen wurden fir die spatere Klonie-
rung mit spezifischen Uberhéngen (sticky-ends) versehen. Aus dem selbem Grund wur-
den manche Sequenzen und Primer (siehe Tab. 2.2) phosphoriliert (P). Da in der Ar-
beitsgruppe bereits sechs pegRNAs in Verwendung waren, beginnt die Probenbezeich-
nung der ersten pegRNA in dieser Arbeit mit der Zahl 7.

28



Material und Methoden

Tabelle 2.1: verwendete pegRNA- und ngRNA Oligo-Sequenzen.

(1): Spacer top, (2): Spacer bottom, (3): 3'Extension top, (4): 3'Extension bottom

Bezeichnung

Oligo-Sequenz (5° 2> 3Y)

pegRNA
Scaffold-Sequenz
top

P-AGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAA
CTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG

pegRNA
Scaffold-Sequenz
bottom

P-GCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCC
TTATTTTAACTTGCTATTTCTAG

pegRNA 7

(1) caccGCGGAGAGTGCTTTGGCCTCCqgtttt
(2) ctctaaaacGGAGGCCAAAGCACTCTCCGC
(3) gtgcTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACT
(4) aaaaAGTGCTTTGGCCTCCTGGGAGTGA

pegRNA 8

(1) caccGCGGAGAGTGCTTTGGCCTCCqgtttt
(2) ctctaaaacGGAGGCCAAAGCACTCTCCGC
(3) gtgcTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACTC
(4) aaaaGAGTGCTTTGGCCTCCTGGGAGTGA

pegRNA 9

(1) caccGCGGAGAGTGCTTTGGCCTCC gttt
(2) ctctaaaacGGAGGCCAAAGCACTCTCCGC

(3) gtgcTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACTCT
(4) 2aaaaAGAGTGCTTTGGCCTCCTGGGAGTGA

pegRNA 10

(1) caccGCGGAGAGTGCTTTGGCCTCCagtttt
(2) ctctaaaacGGAGGCCAAAGCACTCTCCGC
(3) gtgcGTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACT
(4) aaaaAGTGCTTTGGCCTCCTGGGAGTGAAC

pegRNA 11

(1) caccGCGGAGAGTGCTTTGGCCTCCqgtttt
(2) ctctaaaacGGAGGCCAAAGCACTCTCCGC
(3) gtgcGTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACTC
(4) aaaaGAGTGCTTTGGCCTCCTGGGAGTGAAC

pegRNA 12

(1) caccGCGGAGAGTGCTTTGGCCTCCqgtttt
(2) ctctaaaacGGAGGCCAAAGCACTCTCCGC
(3) gtgcGTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACTCT
(4) aaaaAGAGTGCTTTGGCCTCCTGGGAGTGAAC

pegRNA 13

(1) caccGGAGAGTGCTTTGGCCTCCTgtttt

(2) ctctaaaacAGGAGGCCAAAGCACTCTCC
(3) gtgcTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCAC
(4) aaaaGTGCTTTGGCCTCCTGGGAGTGA

pegRNA 14

(1) caccGGAGAGTGCTTTGGCCTCCTatttt
(2) ctctaaaacAGGAGGCCAAAGCACTCTCC
(3) gtgcTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACT
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(4) aaaaAGTGCTTTGGCCTCCTGGGAGTGA

pegRNA 15

(1) caccGGAGAGTGCTTTGGCCTCCTgtttt

(2) ctctaaaacAGGAGGCCAAAGCACTCTCC
(3) gtgcTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACTC
(4) aaaaGAGTGCTTTGGCCTCCTGGGAGTGA

pegRNA 16

(1) caccGGAGAGTGCTTTGGCCTCCTgtttt
(2) ctctaaaacAGGAGGCCAAAGCACTCTCC
(3) gtgcTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCAC
(4) aaaaGTGCTTTGGCCTCCTGGGAGTGAA

pegRNA 17

(1) caccGGAGAGTGCTTTGGCCTCCTgtttt

(2) ctctaaaacAGGAGGCCAAAGCACTCTCC
(3) gtgcTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACT
(4) 2aaaaAGTGCTTTGGCCTCCTGGGAGTGAA

pegRNA 18

(1) caccGGAGAGTGCTTTGGCCTCCTatttt

(2) ctctaaaacAGGAGGCCAAAGCACTCTCC

(3) gtgcTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACTC
(4) aaaaGAGTGCTTTGGCCTCCTGGGAGTGAA

pegRNA 19

(1) caccGGAGAGTGCTTTGGCCTCCTgtttt

(2) ctctaaaacAGGAGGCCAAAGCACTCTCC

(3) gtgcTCCGTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCAC
(4) aaaaGTGCTTTGGCCTCCTGGGAGTGAACGGA

pegRNA 20

(1) caccGGAGAGTGCTTTGGCCTCCTagtttt

(2) ctctaaaacAGGAGGCCAAAGCACTCTCC

(3) gtgcTCCGTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACT
(4) aaaaAGTGCTTTGGCCTCCTGGGAGTGAACGGA

pegRNA 21

(1) caccGGAGAGTGCTTTGGCCTCCTgtttt

(2) ctctaaaacAGGAGGCCAAAGCACTCTCC

(3) gtgcTCCGTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACTC
(4) aaaaGAGTGCTTTGGCCTCCTGGGAGTGAACGGA

pegRNA 22

(1) caccGGAGAGTGCTTTGGCCTCCTatttt

(2) ctctaaaacAGGAGGCCAAAGCACTCTCC

(3) gtgcGCTCCGTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCAC
(4) aaaaGTGCTTTGGCCTCCTGGGAGTGAACGGAGC

pegRNA 23

(1) caccGGAGAGTGCTTTGGCCTCCTgtttt

(2) ctctaaaacAGGAGGCCAAAGCACTCTCC

(3) gtgcGCTCCGTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACT
(4) aaaaAGTGCTTTGGCCTCCTGGGAGTGAACGGAGC

pegRNA 24

(1) caccGGAGAGTGCTTTGGCCTCCTgtttt
(2) ctctaaaacAGGAGGCCAAAGCACTCTCC
(3) gtgcGCTCCGTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACTC
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(4) aaaaGAGTGCTTTGGCCTCCTGGGAGTGAACGGAGC

pegRNA 25

(1) caccGGAGAGTGCTTTGGCCTCCTgtttt

(2) ctctaaaacAGGAGGCCAAAGCACTCTCC

(3) gtgcAGCTCCGTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCAC
(4) aaaaGTGCTTTGGCCTCCTGGGAGTGAACGGAGCT

pegRNA 26

(1) caccGGAGAGTGCTTTGGCCTCCTgtttt

(2) ctctaaaacAGGAGGCCAAAGCACTCTCC

(3) gtgcAGCTCCGTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACT
(4) aaaaAGTGCTTTGGCCTCCTGGGAGTGAACGGAGCT

pegRNA 27

(1) caccGGAGAGTGCTTTGGCCTCCTgtttt

(2) ctctaaaacAGGAGGCCAAAGCACTCTCC

(3) gtgcAGCTCCGTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACTC
(4) aaaaGAGTGCTTTGGCCTCCTGGGAGTGAACGGAGCT

ngRNA 1

(1) caccGGCCAAAGCACTCTCCGGGC
(2) aaacGCCCGGAGAGTGCTTTGGCC

NngRNA 2

(1) caccGCAGGAGGCCAAAGCACTCTC
(2) aaacGAGAGTGCTTTGGCCTCCTGC

NngRNA 3

(1) caccGCAGCTCCGTTCACTCCCAGG
(2) aaacCCTGGGAGTGAACGGAGCTGC

NgRNA 4

(1) caccGTGCCAGCTCCGTTCACTCCC
(2) aaacGGGAGTGAACGGAGCTGGCAC

Tabelle 2.2: verwendete Primer.

Bezeichnung

Primer-Sequenz (5‘ 2> 3) Anmerkung

DelCasf P-GGTACCTCTAGAGCCATTTGTC .
Mutagenese-PCR Pri-
mer fur px459-Plas-

DelCasr P-GAATTCTAACTAGAGCTCGCTGAT mid

MutaPCRf P-ACTCCCAGGAGGCCAAAGCAC .
Mutagenese-PCR Pri-
mer fir WT BRET-

MutaPCRr P-GAACGGAGCTGGCAAAACGACC Sensorplasmid
Sequenzierprimer

SeqKas AGCCCGACGTCGTCCAGATTG WT BRET-Sensor-
plasmid
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Wolle 610 GACTATCATATGCTTACCGT

Sequenzierprimer
px459 Plasmid und
pU6-pegRNA-GG-Ac-
ceptor Plasmid

Die verwendeten Primer wurden ebenfalls extern durch Metabion (Planegg) syntheti-

siert.

2.1.11 Medien fur Bakterienkulturen

LB-Medium:

Luria-Broth Base
ddH.0O

LB-Agar mit Ampicillin:

Luria-Broth Base
Agar

Ampicillin

ddH-.0O

259
Ad 1000 ml

12,59
759

1%

Ad 500 ml

SOC-Medium (Super Optimal Broth Medium):

Trypton
Hefeextrakt
NaCl

KCI

MgCl,
MgSOs4
Glukose
ddH-0O

2%

0,5%

10 mM

2,5 mM

10 mM

10 mM

20 mM

Ad 1000 ml
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2.1.12 Medien fur Zellkulturen

DMEM +++:

Penicillin/Streptomycin 1% (v/v)
FKS 10% (v/v)
L-Glutamin 4 mM
DMEM --- Ad 500 ml

Einfriermedium:

DMSO 10%
FKS 90%

Das Einfriermedium wurde genutzt, um eukaryotische Zellen bei -80°C zu lagern.

2.1.13 Bakterienstamme

E.coli Genetische Eigenschaften Hersteller, Ort

One Shot TOP10 Electro- hsdR mcrA lacZAM15 endAl Thermo Fisher Scienti-
competent Cells recAl fic, Darmstadt

2.1.14 Zelllinien

HEK 293T-Zelllinie

Die HEK 293T-Zelllinie ist eine humane, embryonale Nierenzelllinie. Sie wurde 1973 ge-
neriert, indem HEK-Zellen mit einem Adenovirus Serotyp 5 transfiziert wurden. Die
Epithelzellen weisen einen adharenten Charakter auf und gelten als gut kultivierbar und

transfizierbar (Graham et al. 1977).
Zelllinie Bezugsquelle

HEK293-T (ATCC® CRL-3216™) LGC Standards GmbH, Wesel
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2.1.15 Kits

Bezeichnung

Hersteller, Ort

NucleoSpin Plasmid QuickPure™

Macherey-Nagel, Diren

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up

Macherey-Nagel, Diren

QIAGEN Plasmid Maxi Kit

Qiagen, Hilden

QIAGEN Plasmid Midi Kit

Qiagen, Hilden
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Oligohybridisierung der pegRNA- und ngRNA-Sequenzanteile

Die Hybridisierung der jeweiligen pegRNA-Oligonukleotide (siehe 2.1.10) erfolgte nach
dem Protokoll der Arbeitsgruppe Anzalone und Liu (Anzalone et al. 2019). Die drei
pegRNA-Anteile: Spacer-, Scaffold- sowie 3’ Extension-Oligonukleotide wurden so zu

doppelstrangiger DNA hybridisiert.

Es wurde folgender Ansatz durchgefihrt:

Komponenten Menge
Buffer AE 23 ul
~top oligonukleotid* 1,0 ul
.bottom oligonukleotid® 1,0 ul
Gesamtvolumen 25 pl

Die Reaktionsansatze wurden fir 3 min im Heizblock bei 95°C erhitzt, um die enthaltene
DNA kurz zu denaturieren. Danach kihlten die Ansatze auf RT (Raumtemperatur) ab

und wurden im Verhaltnis 1:4 mit ddH2O aufgefillt und gevortext.

Die Hybridisierung der jeweiligen ngRNA-Oligonukleotide (siehe 2.1.10) erfolgte durch

folgenden Ansatz:

Komponenten Menge
»top oligonukleotid* 8,0 ul
»bottom oligonukleotid“ 8,0 ul
ddH20 4,0 l
Gesamtvolumen 20 ul

Die Reaktionsansatze wurden fiir 10 min bei 98°C im Heizblock erhitzt und daraufhin 30
min bei RT inkubiert.
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2.2.1.2 Restriktionsverdau

Restriktionsenzyme wurden als Abwehrmechanismus von Bakterien gegen eindrin-
gende Fremd-DNA entdeckt. Jedes besitzt dabei eine spezifische Nukleotid-Erken-
nungssequenz, anhand der es die DNA spalten kann. Durch die DNA-Spaltung entste-
hen je nach verwendetem Enzym unterschiedliche Strangbriiche: Bei Spaltung an un-
terschiedlichen Positionen werden einzelstrangige Uberhange (,sticky ends®) generiert.
Beim Schneiden beider Strange an gleicher Position entstehen gerade Enden (,blunt
ends®). In dieser Arbeit wurden verschiedene Restriktionsenzyme (siehe 2.1.6) nach
Herstellerangaben verwendet, um Klonierungen oder Analyse-Verdaus durchfiihren zu

kdénnen.

Restriktionsverdau des pU6-pedRNA-GG-Acceptor Plasmids

Der Verdau des pU6-pegRNA-GG-Acceptor Plasmids (siehe 2.1.9) erfolgte mithilfe des
Restriktionsenzyms Bsal-HFv2 (Anzalone et al. 2019).

Es wurde folgender Ansatz durchgefthrt:

Komponenten Menge
pU6B-pegRNA-GG-Acceptor (2000 ng) x ul
CutSmart Buffer (10x) 3,0 ul
Bsal-HFv2 1,0 l
ddH.0 y ul
Gesamtvolumen 30 pl

Die Reaktionsanséatze wurden im Wasserbad bei 37°C fur 3 —4 h inkubiert. Anschlie3end

erfolgte eine Enzyminaktivierung bei 65°C fir 20 min im Heizblock.

Analyse-Verdau des pU6-pegRNA-GG-Acceptor Plasmids

Der Analyse-Verdau des pU6-pegRNA-GG-Acceptor Plasmids wurde mittels Ndel nach

folgendem Ansatz durchgefthrt:
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Komponenten Menge
pU6G-pegRNA-GG-Acceptor mit pegRNA (~1000 ng) 8 ul
CutSmart Buffer (10x) 1,0 ul
Ndel 1,0 yl
Gesamtvolumen 10 ul

Die Reaktionsansatze wurden im Wasserbad bei 37°C fir 3-4 h inkubiert. Anschlie3end

erfolgte eine Enzyminaktivierung bei 65°C fir 20 min im Heizblock.

Analyse-Verdau des px459 Plasmids

Zur Optimierung der Prime Editierung wurde aus dem Prime Editor 2 der Prime Editor 3
bzw. 3b mit Hilfe einer zusatzlichen ngRNA hergestellt. Als Klonierungsvektor war hierfur
das px459 Plasmid (siehe 2.1.9) vorgesehen. Dessen Analyse-Verdau wurde mittels

Bbsl und EcoRV nach folgendem Ansatz durchgefuhrt:

Komponenten Menge
pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 deletiert (~1000 ng) 8,0 pl
CutSmart Buffer (10x) 2,0 pl
BbsI-HF 1,0 yl
EcoRV-HF 1,0 ul
ddH.O 8,0 pl
Gesamtvolumen 20 ul

Die Reaktionsansatze wurden im Wasserbad bei 37°C fir 3-4 h inkubiert. Anschliel3end

erfolgte eine Enzyminaktivierung bei 65°C fir 20 min im Heizblock.

37



Material und Methoden

Restriktionsverdau des deletierten px459 Plasmids

Fur die Klonierung der ngRNAs wurde das deletierte px459 Plasmid mit Bbsl-HF verdaut.

Es wurde folgender Restriktionsansatz durchgefiihrt:

Komponenten Menge
pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 deletiert (1000 ng) x ul
CutSmart Buffer (10x) 2,0 ul
BbsI-HF 1,5l
ddH.0O y ul
Gesamtvolumen 20 ul

Die Reaktionsansatze wurden im Wasserbad bei 37°C fir 3-4 h inkubiert. Anschlie3end

erfolgte eine Enzyminaktivierung bei 65°C fiir 20 min im Heizblock.

Die jeweilige NnRNA wurde dann mit dem deletierten px459-Plasmid ligiert (siehe 2.2.1.4).

2.2.1.3 Klonierung

Die Klonierung hat das Ziel, DNA zu gewinnen und identisch zu vervielfaltigen. Dabei
wird ein DNA-Fragment in einen Vektor integriert, welcher als Transportmittel in den

Empfangerorganismus, beispielsweise E.coli, dient.

Klonierung der hybridisierten pegRNA

Die Klonierung der drei hybridisierten pegRNA-Anteile (siehe 2.2.1.1) in das verdaute
pU6G-pegRNA-GG-Acceptor Plasmid erfolgte anhand einer Golden Gate - Klonierung
(Anzalone et al. 2019).

Bei der Golden Gate - Klonierung wird ein Restriktionsenzym (wie Bsal) verwendet, das
auflerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet (siehe 2.1.6). Die Restriktionsschnitt-
stellen sind somit auRerhalb des Konstrukts und ermaéglichen so eine gleichzeitige Liga-
tion der Uberhange durch die T4-DNA-Ligase (siehe 2.1.6). Durch diese Klonierungsme-
thode kbnnen Restriktion und Ligation simultan innerhalb eines Ansatzes erfolgen.

38



Material und Methoden

Es wurde folgender Golden Gate - Klonierungsansatz durchgefiihrt:

Komponenten Menge
Verdautes pU6-pegRNA-GG-Acceptor Plasmid (30 ng) X Ml
Hybridisierte Spacer-Sequenz 1,0 pl
Hybridisierte 3'Extension-Sequenz 1,0 ul
Hybridisierte Scaffold-Sequenz 1,0 ul
Bsal-HFv2 0,25 pl
T4-DNA-Ligase 0,5 ul
T4-DNA-Ligase Buffer 1,0 pl
ddH>0O y Ml
Gesamtvolumen 10 ui

Die Reaktionsanséatze wurden gevortext und fur 10 min bei RT inkubiert.

2.2.1.4 Ligation

Die T4-DNA-Ligase katalysiert die Verknlipfung des 5" - Phosphatendes mit dem 3' -
Hydroxylende von doppelstrangiger DNA durch die Bildung einer Phosphodiesterbin-

dung und wurde zur Ligation von DNA-Fragmenten verwendet.

Die Ligation von pegRNA und pU6-pegRNA-GG-Acceptor Plasmid erfolgte im Rahmen

der Golden Gate - Klonierung durch die Ts-DNA-Ligase im Thermocycler.

Folgendes Thermocycler-Programm wurde verwendet:

Temperatur Dauer Anzahl Zyklen
16°C 5 min 8
37°C 5min 8
37°C 15 min 1
80°C 15 min 1
12°C 15 min 1

Die Ligation von ngRNAs und px459 Plasmid sowie alle weiteren Ligationen wurden

nach folgendem Ansatz durchgefuhrt:
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Komponenten Menge
Linearisierter Vektor (10 ng) x
Hybridisiertes Insert (800 pmol) y Ml
10x T4-DNA-Ligase Puffer 2,0 ul
T4-DNA-Ligase 1,0 ul
ddH20 z Ml
Gesamtvolumen 20 ul

Im Allgemeinen wurden die Ligationsansétze tiber Nacht bei 4°C inkubiert.

2.2.1.5 Herstellung elektrokompetenter topl10 - E.coli

Zunachst wurde ein Verdinnungsstrich der E.coli (siehe 2.1.13) auf einer Agarplatte
ohne Antibiotika hergestellt und tGber Nacht bei 37°C inkubiert. Am folgenden Tag wur-
den zwei Kolonien zum Animpfen gepickt. Hierfir war es nétig die Bakterien in 50 ml
Falcons mit je 5 ml LB-Medium ohne Antibiotikum ftir 16 bis 18 h bei 37°C im Schuittler
Zu inkubieren. Um die Hauptkultur anzuimpfen, wurden 200 ml LB-Medium (37°C) in je
einen Kolben uberfuhrt und die beiden inkubierten Falcons hinzugegeben. Die Haupt-
kulturen inkubierten im Schuttler bei 37°C bis eine optischen Dichte bei A = 600 nm
(ODsoo) zwischen 0,6 und 0,8 mittels Photometer gemessen werden konnte. Daraufhin
folgte die Aufteilung beider Kolben auf vier 50 ml Falcons und die Inkubation fiir 30 min
auf Eis, um sie danach zu zentrifugieren (5000 rpm, 10min, 4°C). Der Uberstand wurde
verworfen und je 10 ml steriler HEPES Puffer (ImM) auf das Bakterienpellet gegeben

und mittels Vortexer resuspendiert.

Die Bakteriensuspension wurde zur einfacheren Handhabung der folgenden Schritte in
einem der Falcons zusammengefihrt, das Falcon danach auf 50 ml mit sterilem HEPES
Puffer aufgefullt und wiederum wie oben beschrieben zentrifugiert. Nach Verwerfen des
Uberstands konnte das Pellet erneut mit 10 ml sterilem HEPES Puffer resuspendiert und
auf 25 ml aufgefullt werden. Durch Zentrifugation wurde der Uberstand wieder verworfen
und je 10 ml 10%-iges Glycerin auf das Pellet zur Resuspension gegeben. Nach einer
weiteren Zentrifugation und Verwerfen des Uberstands konnte das Pellet mit 5 ml 10%-
igen Glycerin resuspendiert und zentrifugiert werden, der Uberstand verworfen und das
Pellet dann mit 750 ul 10%-igem Glycerin resuspendiert und je 50 ul der Suspension in

eisgeklhlte Tubes Uberfihrt werden.
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Die Inkubation der Falcons fand zwischen den Zentrifugationsschritten stets auf Eis statt.

AbschlieRRend erfolgte ein Einfrieren der Aliquots in -80°C kaltem Stickstoff zur langfris-

tigen Lagerung.

2.2.1.6 Herstellung von Agarplatten

Ampicillinhaltige Agarplatten dienten als Nahrboden fur die Bakterien. Fur die Herstel-
lung wurde 1 | ddH,O mit 25 g Lurica Broth und 15 g Select Agar gemischt und durch
Autoklavieren vollstandig geldst. Nach Abkthlen im Wasserbad auf 48°C wurden 1000
pl Ampicillin zugegeben (Endkonzentration: 100 pug/ml) und gut gemischt. Die Ldsung
wurde unter der Sterilbank in vorbereitete Bakterienkulturplatten tberfuhrt, bis deren Bo-
den bedeckt war. Nach 15 — 20 min Trocknungszeit lagerten die Agarplatten bei + 4°C

bis zum Gebrauch.

2.2.1.7 Transformation durch Elektroporation

Fur eine Vervielfaltigung des Vektors mit dem gewinschten Insert wurde dieser nach
erfolgter Ligation in Bakterien eingebracht. Das Vektorkonstrukt wurde hierfur in eine
Suspension aus elektrokompetenten Bakterien Gberflhrt und einem kurzen elektrischen
Stromstol3 ausgesetzt. Die kurzzeitig entstehenden Poren in der Bakterienwand ermdg-

lichen den Vektortransfer in das Bakterieninnere (Neumann et al. 1982).

Diese Transformation der elektrokompetenten Bakterien erfolgte mittels Multiporator von
Eppendorf (siehe 2.1.1). Vor der Elektroporation wurden die Bakterien, die Kiivetten und
der zu transformierende Vektor auf Eis inkubiert. Das SOC-Medium sowie die Agarplat-

ten waren bei 37°C vorgewarmt.

Zu je 50 pl elektrokompetenten Bakterien wurde 5 pl ligierter Vektor zugegeben, kurz
gemischt und ca. 5 Minuten auf Eis inkubiert. Die Bakteriensuspension konnte luftbla-
senfrei in die Kivette pipettiert werden und direkt nach der Elektroporation folgte die
Zugabe von 1000 yl SOC-Medium zu den elektroporierten Bakterien. Anschlieend er-
folgte die Inkubation der Suspension in einem 2 ml Tube im Schiittler (1 h, 37°C). Diese
Inkubationszeit ermdglicht eine zligige Teilung der Bakterien und eine Expression der
eingebrachten Vektor-DNA mit entsprechendem Ampicillin-Resistenzgen. Anschlie3end

wurden 100 ul der Bakteriensuspension auf einer Agarplatte, welche Ampicillin zur
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Selektion enthalt [100 pg/ml], ausplattiert. Die Inkubation der Agarplatten erfolgte bei
37°C fur 16 bis 18 h.

2.2.1.8 Plasmidisolation

Midi- und Maxi-Plasmidpreparation mittels Kit:

GrolRere Mengen an Plasmid-DNA konnten mithilfe des QIAGEN Plasmid Midi bzw. Maxi
Kits (siehe 2.1.15) gewonnen werden. Diese wurden nach Herstellerangaben angewen-
det.

Mini-Plasmidpreparation mit Puffern:

Alternativ zum Gebrauch eines Kits erfolgte die Gewinnung kleiner Plasmid-Mengen mit-
tels Puffermethode. Dazu wurden einzelne Bakterienkolonien nach der Inkubation der

Agarplatten mittels Pipettenspitze entnommen und in 5 ml Flussigkultur Gberfuhrt.

Hierzu waren je nach Kolonieanzahl 50 ml Falcons mit je 5 ml LB-Medium (37°C) und je
5 ul Ampicillin (Endkonzentration: 100 ug/ml) vorbereitet. Die Kolonien wurden einzeln
gepickt, in das jeweilige Falcon Uberflihrt und diese anschlieBend im Schiittler inkubiert
(16-18 h, 37°C).

Am folgenden Tag wurden 2 ml der Bakteriensuspension in ein Tube pipettiert und zent-
rifugiert (10000 rpm, 5 min), der Uberstand verworfen und das Bakterienpellet mit 100 pl
Resuspension Buffer S1 (4°C) resuspendiert, bis dieses vollstandig aufgeldst war. Es
folgte nun die Zugabe von 100 pl Lysis Buffer S2, um die Bakterienwand aufzultsen.
AnschlieBend wurden die Tubes einmal vorsichtig invertiert und 100 pl Neutralization
Buffer S3 hinzugefuigt. Nach erneuter Inversion schloss sich die Zentrifugation der An-
satze (10000 rpm, 10 min) und die Uberfiihrung des Uberstands in neue Tubes an. Zu-
gegeben wurden nun jeweils 700 pl Ethanol (100%, - 20°C).

Das Ausfallen der DNA erfolgte dann wahrend eines langeren Zentrifugationsschritts
(14000 rpm, 40 min, 4°C). Nach Verwerfen des Uberstands wurden fiir den Wasch-
Schritt jeweils 200 ul Ethanol (70%) zum DNA-Pellet hinzugegeben und erneut zentrifu-
giert (14000 rpm, 5 min, 4°C). Der Uberstand wurde wieder verworfen und das verblie-
bene DNA-Pellet fiir 5 bis 10 min bei RT luftgetrocknet. AbschlieRend konnte das Pellet

mit je 27 ul ddH20O durch Vortexen resuspendiert werden.
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2.2.1.9 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierungen fuhrte im Allgemeinen das externe Labor Microsynth SeqlLab
(Gottingen) durch, die Auswertung der resultierenden Chromatogramme erfolgte mittels
FinchTV (siehe 2.1.8).

Folgender Sequenzieransatz kam zur Anwendung:

Komponenten Menge
Rekombinantes Plasmid (1200 ng) x ul
Sequenzierprimer (1:10 verdunnt) 3,0 pl (30 pmol)
ddHz0 y ul
Gesamtvolumen 15 pl

2.2.1.10 Anlegen eines Glycerolstocks

Um DNA fir langere Zeit aufbewahren zu kénnen, wurden von den gewinschten rekom-
binanten Bakterien Glycerolstocks hergestellt und bei -80°C gelagert. Hierfir wurden
500 ul Kryoréhrchen mit 200 ul Bakteriensuspension sowie 200 pl Glycerin befillt und
die Suspensionen mittels Vortexer homogenisiert. Das enthaltene Glycerin sorgte fir
eine kontinuierliche und langsame Abkihlung der Suspension und verhinderte somit das

Schockgefrieren und Platzen der Bakterien.

2.2.1.11 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction) ist ein zugiges Verfahren
zur Vervielfaltigung von spezifischen DNA-Fragmenten und wird im Thermocycler durch-
gefuhrt. Als Komponenten werden neben der zu vervielfaltigenden DNA eine hitzestabile
Polymerase mit zugehérigem Puffer sowie passende Oligonukleotidprimer gebraucht.
AuRerdem werden MgCl; sowie freie Nukleotide benétigt, um die DNA zu amplifizieren.
Grundlegend erfolgt die PCR in drei Schritten. In einem ersten Schritt erfolgt die Dena-
turierung der doppelstrangigen DNA in Einzelstrange durch Erhitzen der Reaktionsan-
satze auf 95°C. Im darauffolgenden Schritt werden die Reaktionsansétze auf die primer-

spezifische Annealing-Temperatur abgekihlt, wodurch die Anlagerung der Primer
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ermdglicht wird. Im letzten Schritt werden die Reaktionsansatze auf das Temperaturop-
timum der verwendeten Polymerase erhitzt. Diese bindet an die angelagerten Primer
und elongiert die DNA mittels der freien Nukleotide in 5° — 3 Richtung zu Doppelstran-
gen. Nach mehrfacher Wiederholung der oben genannten Schritte kommt es schlief3lich
zur exponentiellen Amplifikation des DNA-Abschnitts (G. Krause et al. 2012). In dieser

Arbeit kam eine Phusion-Polymerase mit ,proof-reading® Aktivitdt zur Anwendung.

Sonderform: Mutagenese-PCR

In dieser Arbeit wurden Mutagenese-PCRs durchgefiihrt, wodurch eine bestehende Se-
guenz gezielt modifiziert werden kann. Hierfir wurden passende Mutagenese-Primer
(siehe 2.1.10) gewahlt, die die Elongation der Ziel-DNA, anders als bei einer PCR, in
entgegengesetzte Richtung ermdéglichen. Bei einer Mutagenese-PCR wird somit das ge-
samte Plasmid amplifiziert, wobei Modifikationen in Form von Insertionen oder Deletio-

nen generiert werden kdénnen.

Es wurde jeweils folgender Ansatz durchgefihrt:

Komponente Menge
DNA (5 ng) 1
Primer 1 (1:10 verd.) 1
Primer 2 (1:10 verd.) 1l
MgCl, 0,3 ul
dNTPs (10 mM) 0,4 ul
Phusion HF Buffer (5x) 4
Phusion DNA-Polymerase 0,2 ul
ddH>O 12,1 ul
Gesamtvolumen 20 i
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AnschlieBend kam folgendes Thermocycler-Programm in Form einer Gradienten-PCR

zur Anwendung:

Schritt Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 98°C 30s

Denaturierung 98°C 7s
Primer-Annealing (Gradient) 60 -71,6°C 20s 34 x
Elongation 72°C 180 s

Finale Elongation 72°C 1200 s

Haltezeit 10°C 600 s

Nach erfolgter Mutagenese-PCR wurden die Ansatze ligiert (siehe 2.2.1.4).

2.2.1.12 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von genomischer DNA. Einerseits
ist durch die Gelelektrophorese eine reine Analyse moglich, andererseits erlaubt die Auf-
trennung im Gel ein Ausstechen der gewiinschten DNA-Fragmente. Diese kénnen dann
in einem spateren Schritt aus dem Gel aufgereinigt und weiterverarbeitet werden. Die
Elektrophorese aller verwendeten Proben erfolgte in einem 1%-igen Agarose-Gel. Dazu
wurde in verschiedenen Volumina TBE-Puffer (1x) und 1%-iges Agarose LE-Pulver in
einem Kolben gemischt. Dieser Ansatz wurde in der Mikrowelle aufgekocht (600 W, 2
min), sodass sich das Pulver vollstéandig Ioste. Die verdampfte Flissigkeit wurde durch
ddH-0 ausgeglichen und der Ansatz auf Handwarme abgekdihlt. Als DNA-Farbstoff wur-
den 3 - 5 ul Serva DNA Stain Clear G (siehe 2.1.4) zugegeben und das flissige, klare
Gel ohne Luftblasen in den Schlitten gegossen. Nach Einsatz des Probenkamms und
Verfestigung des Gels wurde dieses in eine mit TBE-Puffer (1x) gefillte Elektrophorese-
Kammer Gberfuhrt. Um den Fortschritt der Auftrennung zu Uberprifen, kam je nach Aus-
gangsvolumen DNA Loading Dye Purple (6x) zu jeder Probe hinzu. Als Gré3enstandard
dienten rechts und links der Proben 7 pl GeneRuler 1kb DNA Ladder. Die Durchftihrung
der Gelelektrophorese erfolgte bei 120 V fir 45 min. Abschlie3end konnten die aufge-

trennten DNA-Fragmente mittels UV-Transilluminator analysiert werden.
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2.2.1.13 DNA-Extraktion aus Agarose-Gelen

Im UV-Transilluminator (siehe 2.1.1) konnten die DNA-Fragmente sichtbar gemacht und
die gewlnschten Banden mittels Skalpell ausgestochen werden. Die anschlieRende Rei-
nigung der DNA gelang nach Herstellerangaben mit dem NukleoSpin Gel and PCR
Clean-up Kit (siehe 2.1.15). Folgend wurde die DNA mit 27 pl ddH2O eluiert und bei RT
fur 1 min inkubiert. Abschliel3end erfolgte eine photometrische Konzentrationsmessung
der DNA.

2.2.1.14 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Zur Quantifizierung der DNA-Konzentration wurde eine photometrische Absorptions-
messung mittels BioPhotometer (Eppendorf) durchgefihrt. Das Absorptionsmaximum
von Nukleinsauren liegt bei 260 nm, sodass die Lichtabsorption bei einer optischen
Dichte von A = 260 nm (OD2e0) gemessen wird. Mithilfe des Lambert-Beerschen Geset-

zes kann aus der Absorption die Konzentration einer Losung ermittelt werden:
A

A =¢g-c-d bzw. ¢ = —
d-e

A = Absorption, € = Absorptionskoeffizient [I-mol-cm™], ¢ = Konzentration [mol-I"1], d = Schichtdicke [cm]

Der durch die Absorption bedingte Verlust an Licht wird auch als Extinktion bezeichnet.
Ein OD2s0 Wert von 1 entspricht dabei 50 ng DNA / ul (Hauk 2013).

Als Leerprobe fiir die Messungen diente ddH,O. Uberschritten die gemessenen Absorp-
tionswerte der Proben den linearen Bereich von 0,1 bis 1,0, wurden sie entsprechend

verdinnt und erneut gemessen.
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2.2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.2.1 Kryokonservierung der HEK293T-Zellen

Zur langeren Konservierung wurden die HEK293T-Zellen (siehe 2.1.14) in flissigem
Stickstoff tiefgefroren. Daflr musste zunachst das Zellmedium entfernt und die Zellen
mit 5 ml PBS (1x, steril) gewaschen werden. Durch Ablésung mittels 1 ml Accutase
konnte mit 5 ml DMEM+++ eine Zellsuspension hergestellt werden. Der Uberstand
wurde nach Zentrifugation der Ansatze (300 x g, 10 min, 4°C) verworfen und das Zell-
pellet in 500 pl Einfriermedium resuspendiert. AbschlieRend erfolgte die Uberfiihrung der

Zellsuspension in Kryoréhrchen und das Einfrieren in fliissigem Stickstoff.

2.2.2.2 Auftauen von HEK293T-Zellen

Zur Verwendung der Zellen wurde 1 ml der kryokonservierten HEK293T-Zellen aufgetaut
und mit 9 ml DMEM +++ in einer 10 cm Zellkulturplatte zu einer Suspension gemischt
und bis zu einer Konfluenz von 80-90% im Brutschrank kultiviert. Nach 24 h erfolgte ein

Mediumwechsel, um restliches Einfriermedium zu entfernen.

2.2.2.3 Kultivierung von HEK293T-Zellen

Die Kultivierung der Zellen erfolgte unter der Sterilbank. Hierzu fand als Medium DMEM
+++ (37°C) Verwendung und die Zellkulturen wurden bei 37°C, 5% CO, und mindestens
95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Zur Teilung der Zellen musste zuerst das alte Medium
verworfen und die Medium-Ruckstande mittels 5 ml sterilem PBS-Puffer (1x, 37°C) vom
Zellrasen gewaschen werden. Zur Ablosung der Zellen wurde 1 ml Accutase (siehe
2.1.6) appliziert und die Zellkulturplatte inkubiert (5-10 min, 37°C). Durch Zugabe von 9
ml DMEM +++ (37°C) konnte erneut eine Zellsuspension hergestellt und davon jeweils
1 ml in neue Zellkulturplatten Gberflhrt werden. AbschlieRend wurde die Zellsuspension

mit 9 ml DMEM +++ aufgefillt, gemischt und bis zur néchsten Teilung kultiviert.

47



Material und Methoden

2.2.2.4 Auszahlen der Zellen

FUr das Auszéahlen der Zellen unter dem Mikroskop kam eine Neubauer-Zahlkammer zur
Anwendung. Die Zahlkammer weist eine Kammertiefe von 0,1 mm auf und enthélt 4
GroRquadrate a 1 mm?, welche wiederum aus je 16 kleineren Zahlquadraten bestehen.
Hierzu wurde wie in 2.2.2.1 beschrieben, eine Zellsuspension der kultivierten HEK293T-
Zellen hergestellt und ein Teil davon im Verhéltnis 1:2 mit DMEM +++ verdiinnt. Von
dieser Zellsuspension wurden 20 ul zwischen Deckglas und Zahlkammer pipettiert. Die
Zellzahl ermittelte sich pro Grol3quadrat und konnte durch folgende Formel hochgerech-

net werden:

[(G1+G2+G3+G4):4] x V x 10* = Zellzahl/ml

G = GroRquadrat, V = Verdiinnungsfaktor

Es wurden fur die spatere Transfektion jeweils 250.000 Zellen pro Well in eine 6-Well
Platte Uberfuhrt und mit je 2 ml DMEM +++ kultiviert.

2.2.2.5 Transfektion von HEK293T-Zellen

Als Transfektion wird das Einbringung von Fremd-DNA oder -RNA in eukaryotische Zel-
len bezeichnet. Das Verfahren entspricht im Wesentlichen dem der bakteriellen Trans-
formation. Fir die Transfektion wurden die HEK293T-Zellen (siehe 2.1.14) von der Zell-
kulturplatte in eine 6-Well-Platte tberfihrt und inkubiert (5% CO,, 24 h, 37°C). 30 bis 60
min vor Transfektion erfolgte ein Mediumwechsel, um die Zellteilung anzuregen. Die
Transfektion der Zellen erfolgte mittels Polyethylenimin (PEI) (siehe 2.1.4). Bei PEI han-
delt es sich um ein kationisches Makromolekil, welches einen Komplex mit der DNA
bildet, sodass diese durch die Zellmembran in den Zellkern diffundieren kann. Damit
eignet sich PEI gut fur die Transfektion eukaryotischer Zellen und besitzt durch seine
zahlreichen NH2-Gruppen zuséatzlich eine puffernde und pH-stabilisierende Komponente
(Boussif et al. 1995).

Der DNA-Gehalt der einzubringenden Plasmide wurde an das 6-Well Format angepasst
(Anzalone et al. 2019). Eine ausreichende Transfektionseffizienz wurde durch Verwen-
dung einer GFP-Kontrolle gepriift.

Die Transfektionsansatze fir das PE2-System sind in Tabelle 2.3 aufgelistet.
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Tabelle 2.3: Transfektionsansatze fur den Reparaturversuch mittels PE2-Komple-

Xes.

Transfektionsansatze PE2

Komponenten GFP Luc GG WT
Kontrolle Kontrolle Kontrolle Kontrolle PegRNA
NaCl (150 mM) 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
PEI-Mix (0,1 mg/ml) 300 pl 300 pl 300 pl 300 ul 300 pl
Plasmid 1 (790 ng) / / / / X
Plasmid 1 leer (790 ng) / X X / /
Plasmid 2 (2000 ng) / / X / X
Plasmid 3 (2370 ng) / X X / X
Plasmid 4 (2000 ng) / X / / /
Plasmid 5 (5000 ng) X / / / /
Plasmid 6 (2000 ng) / / / X /

Legende:

X = enthalten; / = nicht enthalten

Wildtyp-Kontrolle (WT-Kontrolle) = Positivkontrolle

Luciferase- und pU6-pegRNA-GG-Acceptor-Kontrolle (Luc- und GG-Kontrolle) = Nega-

tivkontrollen

Plasmid 1: pU6-pegRNA-GG-Acceptor Plasmid mit pegRNA (leer: ohne pegRNA)

Plasmid 2: BRET-Sensorplasmid (In6T2)

Plasmid 3: pCMV-PE2 Plasmid

Plasmid 4: pcDNA-RLuc8 Plasmid

Plasmid 5: pTagGFP2-N Plasmid

Plasmid 6: Wildtyp BRET-Sensorplasmid
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Die Herstellung des PE3- bzw. PE3b-Komplexes gelang durch Hinzufiigen eines px459
Plasmids mit enthaltener ngRNA (siehe 2.1.9 und 2.1.10). Der DNA-Gehalt wurde ana-

log an das 6 Well-Format angepasst (Anzalone et al. 2019).

Die Transfektionsansatze fur das PE3/3b-System sind in Tabelle 2.4 aufgelistet.

Tabelle 2.4: Transfektionsansétze fir den Reparaturversuch mittels PE3/PE3b-

Komplexes.

Kompo-
nenten

Transfektionsansatze PE3 bzw. PE3b

GFP-
Kontrolle

Luc-
Kontrolle

GG-
Kontrolle

WT-
Kontrolle

pegRNA

pegRNA+
ngRNA

NacCl
(150 mM)

100 pl

100 pl

100 pl

100 pl

100 pl

100 pl

PEI-Mix
(0,1 mg/ml)

300

300 pl

300 pl

300 pl

300

300

Plasmid 1
(790 ng)

Plasmid 1
leer
(790 ng)

Plasmid 2
(2000 ng)

Plasmid 3
(2370 ng)

Plasmid 4
(2000 ng)

Plasmid 5
(5263 ng)

Plasmid 6
(2263 ng)

Plasmid 7
(263 ng)

Plasmid 7
leer
(263 ng)
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Legende:

X = enthalten; / = nicht enthalten
Plasmide 1-6 und Kontrollen siehe oben.

Plasmid 7: pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0, kurz px459 Plasmid mit ngRNA (leer:
ohne ngRNA)

Den Transfektionsansatzen in 2 ml Tubes wurden zuerst NaCl vorgelegt und nacheinan-
der die jeweilige plasmidische DNA zugegeben. Nach jeder DNA-Zugabe wurde der An-
satz gevortext und das PEI als letzte Komponente hinzugegeben. Nach erneutem Vor-

texen inkubierten die Ansétze bei RT fir 10 min.

Die Transfektionsansétze wurden unter der Sterilbank gleichmaRig tropfenweise mittels
200 pul-Pipette auf den Zellen verteilt und diese fur insgesamt 4 Tage bei 37°C und 5%
COs- inkubiert. Ein Mediumwechsel erfolgte 4 - 6 h nach Transfektion und nachfolgend

einmal taglich, um den Zellstress zu mindern.

2.2.3 Proteinchemische Methoden

2.2.3.1 Proteinextraktion aus HEK 293-T Zellen

FUr die spater folgende Messung via BRET-Assay mussten die Proteine zunéchst aus
der transfizierten Zellkultur extrahiert werden. Dazu wurde das Zellmedium abpipettiert
und verworfen und die verbliebenen Zellen mit 1 ml PBS (1x, steril) pro Well gewaschen.
Anschlielend wurden zu jedem Well 100 ul PBS (1x, steril) gegeben, die Zellen mittels
Zellschaber (siehe 2.1.2) abgetragen und so eine Suspension hergestellt. Die Zellsus-
pension konnte daraufhin in 2 ml Tubes Uberfiihrt und kurz in fliissigen Stickstoff ge-
taucht werden. Nach dem Auftauen bei RT mussten die Ansatze gevortext und erneutin
Stickstoff gefroren werden. Durch dieses Schockgefrieren entstehen Eiskristalle, die die
Zellen anschwellen und schlief3lich platzen lassen, sodass die Proteine in einem néchs-
ten Schritt isoliert werden konnten. AbschlieRend erfolgte nach erneutem Auftauen und
Vortexen eine Zentrifugation zur Generierung eines Zellpellets (17968 x g, 10 min, 4°C).

Der proteinenthaltende Uberstand konnte in je ein neues Tube Uberfiihrt werden.
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2.2.3.2 BRET Assay

Der Bioluminescence resonance energy transfer (BRET) beruht auf dem geringen mo-
lekularen Abstand (<10 nm) zwischen einem Energie-Donor und einem Energie-Akzep-
tor, sodass durch Dipol-Dipol Interaktion eine Energie-Emission entstehen kann (Pfleger
und Eidne 2006).

In dieser Arbeit kam als Donorenzym die Renilla Luziferase 8 (RLuc8) und als Akzep-
tormolekul das GFP2 zum Einsatz, deren Domanen die ABCA4 Ziel-Sequenz innerhalb
des BRET-Sensorplasmids (siehe 2.1.9) flankierten. Als Substrat fir die Luziferase
wurde Coelenterazin 400a (siehe 2.1.3) verwendet, durch dessen Umsatz RLuc8 Licht
bei Amax ~ 415 nm emittiert. Der Emissionswellenlangenbereich der Luciferase fallt da-
bei zu groRem Anteil in den Anregungswellenlangenbereich des GFP2-Molekils, wel-
ches daraufhin Licht bei Amax ~ 513 nm emittiert (siehe Abb. 2.7). Bildet man nun den
Quotienten der Intensitat der Lichtemission von GFP2 und von RLuc8, ergibt sich die
BRET-Ratio (Wimmer et al. 2016):

] Intensitat Lichtemission GFP
BRET Ratio =

Intensitat Lichtemission Luciferase

RLuc§ Emission GFIP2 Excition GFP2 Emission

A/

400 450 500
Wavelength [nm]

550

Sy Luminescence [RLU]

Transmission (<450 nm) Transmission (500-550 nm)

Abbildung 2.7: Emissions- und Erregungsspektren der RLuc8 und des GFP2.

Blau: Emissionswellenlangenbereich der RLuc8. Turkis: Anregungswellenldangenbereich des
GFP2. Hellgrin: Emissionswellenlangenbereich des GFP2 (verandert nach Wimmer et al. 2016).
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Durchfihrung des BRET Assays:

FUr die Messungen im Multimode Platereader (siehe 2.1.1) fanden eine 96 Well Platte
(siehe 2.1.2) und die dazugehorige Software ,icontrol* (siehe 2.1.8) Verwendung. Das
Luciferase-Substrat Coelenterazin 400a (siehe 2.1.3) wurde entsprechend der Menge
an zu messenden Proben in PBS (1x, steril) im Verhaltnis 1:100 verdiinnt und lichtge-
schutzt fur 20 min inkubiert, um das Substrat zu stabilisieren. Nach dem Pipettieren von
5 pl Probe in je 4 Wells erfolgte die viermalige Messung im Platereader. Hier wurden je
100 ul des verdinnten Coelenterazin-Ansatzes pro Well injiziert und die Lichtemission

von Luciferase und GFP2 gemessen.

Auf Basis des beschriebenen Mechanismus konnte die Reparatur der ABCA4 Ziel-Se-
guenz durch die jeweilige pegRNA innerhalb des Prime Editors Komplexes gemessen

und quantifiziert werden.
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2.2.4 Statistische Auswertung

Alle Ergebnisse dieser Arbeit erfolgten durch Messung von Triplikaten. Zur statistischen
Auswertung wurde der in SigmaPlot enthaltene paired t-Test sowie der One Way
ANOVA Test herangezogen. P-Werte unter 0,05 gelten als statistisch signifikant, p-

Werte unter 0,01 als hochsignifikant.

Generierung der Diagramme:

Um die Reparatureffizienz durch den PE2- und PE3- bzw. PE3b-Komplex vergleichen
zu konnen, fanden in jeder Versuchsreihe Positiv- und Negativkontrollen statt. Als Posi-
tivkontrolle diente die WT-Kontrolle (siehe Ansatz in 2.2.2.5) als Mal3 fir maximalen Re-
paraturerfolg (max. BRET-Ratio bzw. 100%). Als Negativkontrollen wurden die GG-Kon-
trolle sowie die Luc-Kontrolle gewéhlt (siehe Ansatze in 2.2.2.5), wobei letztere die un-
tere Editierungsgrenze festlegte (min. BRET-Ratio bzw. 0%). Auf diese Weise konnte
eine Skala entwickelt werden, in die sich die BRET-Ratio bzw. die prozentuale Editie-

rungseffizienz der einzelnen pegRNAs einordnen lief3.

Die durch den BRET Assay gemessene BRET-Ratio fihrt durch folgende Formel zur
prozentualen Editierungseffizienz:
MW (pegRNA) — MW (Luc)

Editierungsef fizienz (%) = MW (WT) — MW (Luc) x 100

MW = Mittelwert der BRET-Ratios
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3. Ergebnisse

3.1 Experimentelles Design: PE2-System

Der Korrekturversuch der genannten Insertionsmutation (siehe 1.2.1) innerhalb des
BRET-Sensorplasmids (siehe 2.1.9) erfolgte zundchst durch Verwendung des PE2-
Systems. Hierzu wurden 21 pegRNAs mittels PrimeDesign Online-Tool ausgewahlt und
jeweils in ein pU6-pegRNA-GG-Acceptor Plasmid kloniert. Gemeinsam mit einem
pCMV-PE2 Plasmid, welches den PE2-Komplex enthélt, erfolgte eine Dreifach-
Transfektion in HEK293T-Zellen. Die Auswertung und Quantifizierung des
Reparaturerfolgs durch die pegRNAs wurde mittels BRET-Assay durchgefihrt. Der ex-
perimentelle Aufbau ist in Abbildung 3.1 dargestellt.

pegRNA Design und ) Dreifach- PO
Klonierung T Transfektion e 9
ABCA4
. - GTAG
PrimeDesign Tool
LucB GFP2 BRET-Assay
1
pegRNA PE2-
Komplex
+
2 3

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung des experimentellen Designs bei Verwendung
des PE2-Systems. 1 = BRET-Sensorplasmid, enthalt die mutierte ABCA4-Sequenz (GTAG).
Luc8 = Luciferase-Doméne. GFP2 = GFP-Doméane. 2 = pU6-pegRNA-GG-Acceptor Plasmid, ent-
halt die pegRNA. 3 = pCMV-PE2 Plasmid, enthalt den PE2-Komplex (erstellt mit BioRender.com).
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3.1.1 Design der pegRNAs

Die pegRNA-Sequenzen wurden Uber das Online-Tool ,PrimeDesign“ von Pinellolab
ausgewahlt. Hier wurde die ABCA4-Zielsequenz mit der gewiinschten Modifikation (De-
letion von A) eingefligt und das Tool generierte u.a. eine Excel-Tabelle mit einer Reihe
von Vorschlagen fir mogliche pegRNAs. Ausgehend von dieser Tabelle wurden 21
pegRNAs ausgewahlt, welche das Edit relativ nahe beziiglich des pegRNA Nicks besit-

zen (peg-to-edit distance +9 bzw. +10, siehe Tabelle 3.1).

In Tabelle 11.1 (Anhang) sind die anhand des Online-Tools gewahlten pegRNAs mit

ihren verschiedenen Anteilen farbig markiert.

In Abbildung 3.2 ist exemplarisch eine pegRNA innerhalb des PE2-Systems in Bezug
auf die Korrektur der Insertionsmutation (siehe 1.2.1) dargestellt. Die einzelnen Anteile
der pegRNA sind gut erkennbar: Primer Binding Site (PBS), Reverse Transkriptase (RT)

Template (gemeinsam als 3° Extension bezeichnet) und Spacer-Sequenz (QRNA).

Neben der peg-to-edit distance sind die Unterschiede bezliglich Spacer-Sequenz, Lange
von PBS und RT-Template fur die einzelnen pegRNAs in Tabelle 3.1 aufgefiihrt.

Reverse Transkriptase Edit {Deletlon)

3 PBS RT template
DNA Nick TCACGAAACCGGA GGACCCTCA CTTGCCTCGAC

5° GGCCCGGAGAGTGCTTTGGCC \LCCTGGGAGTAGAACGGAGCTGGCA ACGACCACGTTCA

i }

3" CCGGGCCTCTCACGAAACCGGAGGACCC
GGAGAGTGCTTTGGCCTCCT -

Spacer (gRNA)

SpCas9 (H840A)

Insertionsmutation (c.5918_5919insA)

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Korrektur der Insertionsmutation. Dargestellt
ist der Teil des Exon 43 im ABCA4-Gen, welcher die Insertionsmutation enthélt. Diese wird durch
den PE2-Komplex (eine pegRNA-Sequenz exemplarisch ausgewdhlt) korrigiert. PBS = Primer
binding site. RT = Reverse Transkriptase. Edit = Deletion von Adenin.
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Tabelle 3.1: Ubersicht liber die Spacer-Sequenzen sowie Langen der pegRNA-An-

teile und deren peg-to-edit distance in Nukleotiden (nt).

3’ extension
pegRNA | Spacer PBS (nt) RT-Template (nt)
RE GCGGAGAGTGCTTTGGCCTCC 12 12
8 Il 13 12
9 —ll— 14 12
10 - 12 14
peg-to-edit 11 i 13 14
distance: 12 A 14 14
+10 (nt) 13 GGAGAGTGCTTTGGCCTCCT 12 11
14 I 13 11
15 Il 14 11
16 - 12 12
17 I 13 12
|18 Il 14 12
| 19 -—-Il--- 12 16
20 -1l 13 16
21 -1l 14 16
peg-to-edit 22 i 12 18
distance: T 23 -l 13 18
+9 (nt) 24 -—I1— 14 18
25 - 12 19
26 —ll— 13 19
L [27 —l— 14 19

3.1.2 Klonierung der pegRNAs

Fur die spatere Transfektion der pegRNAs wurde als Vektor das pU6-pegRNA-GG-

Acceptor Plasmid (siehe 2.1.9) verwendet. Vor der Klonierung der pegRNAs wurde die-

ses mittels Bsal verdaut (siehe 2.2.1.2), wobei die im Plasmid enthaltene mRFP-Dropout

Cassette ausgeschnitten wurde. Die anschliel3ende Auftrennung via Gelelektrophorese

(siehe 2.2.1.12) zeigte die erwarteten DNA-Fragmentlangen von ca. 2200 bp und 825

bp ohne Nebenbanden (siehe Abb. 3.3). Das 2,2 kb — Fragment wurde daraufhin aus-

geschnitten und aufgereinigt (siehe 2.2.1.13).
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bp M pU6-pegRNA-GG-Acceptor
' /
6000 L “J,
|
3000 Led

- ey <« ca. 2200

e @R <«—— ca. 825

Abbildung 3.3: Gelelektrophorese des verdauten pU6-pegRNA-GG-Acceptor Plasmids.
M: Marker (GeneRuler 1 kb DNA-Ladder, siehe 2.1.5).

Durch Hybridisierung der Oligosequenzen (siehe 2.2.1.1) wurden die doppelstrangigen
pegRNAs generiert. Daraufhin folgte eine Golden Gate - Klonierung (siehe 2.2.1.3), bei
der die jeweilige pegRNA in das 2,2 kb — Fragment des pU6-pegRNA-GG-Acceptor Plas-
mids integriert und anschlieRend via Thermocycler ligiert wurde (siehe 2.2.1.4). Zur Kon-
trolle der Klonierung erfolgte ein Analyse-Verdau mittels Ndel (siehe 2.2.1.2). Es zeigten
sich bei fast allen Proben die erwarteten DNA-Fragmentlangen von ca. 2075 bp und ca.
230 bp (siehe Abb. 3.4).

bp M pegRNA 17 pegRNA 18 pegRNA 19 pegRNA 20

P — n A
r. B YT Nl N

6000 ==
3000 -

"

— — — - — - ) - +— 3. 2075

1000

L

<+«— Ca. 230

Abbildung 3.4: Analyse-Verdau der klonierten pegRNAs 17-20. Hier exemplarisch pU6-
pegRNA-GG-Acceptor Plasmid mit pegRNA 17-20. M: Marker (GeneRuler 1 kb DNA-Ladder).

Die Proben, die die erwarteten Langen zeigten, wurden durch Sequenzierung (siehe
2.2.1.9) mittels Sequenzierprimer Wolle 610 (siehe 2.1.10) auf die Richtigkeit der
pegRNA-Sequenzen Uberprift. Danach erfolgte eine Maxi-Plasmidisolation (siehe
2.2.1.8).
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3.1.3 Generierung des Wildtyp BRET-Sensorplasmids

Das Wildtyp BRET-Sensorplasmid wurde mittels Mutagenese-PCR (siehe 2.2.1.11) aus
dem BRET-Sensorplasmid, welches die ABCA4 Ziel-DNA enthélt, generiert. Die porcine
ABCA4-Ziel-DNA entstand zu einem friiheren Zeitpunkt innerhalb der Arbeitsgruppe mit-
hilfe des GeneArt Gene Synthesis Kit anhand eines angepassten Protokolls. Hierbei
wurden sich lUberlappende ABCA4-Oligonukleotide hybridisiert und mittels PCR ampilifi-
ziert. Die Klonierung erfolgte in HEK293T-Zellen.

FUr die genannte Mutagenese-PCR fanden die Primer MutaPCRf und MutaPCRr (siehe
2.1.10) Verwendung. Die Primer konnten hierbei so gewahlt werden, dass eine Deletion
des pathologisch-inserierten Adenins erfolgte und so eine Wiederherstellung der Wild-
typsequenz innerhalb des BRET-Sensorplasmids mdoglich war (siehe Abb. 3.5 A). In der
nachfolgenden Gelelektrophorese zeigte sich die erwartete DNA-Fragmentlange von ca.
5500 bp (siehe Abb. 3.5 B).

A
TGGGAGTAGAACGGA
ABCA4 EaPCRT MutaPCR ABCA4
Ziel-DNA —— WT-DNA
o / ACCCTCATCTTGCCT \ /
Deletion
B
bp
6000 <+«— ca. 5500
3000
1000
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Abbildung 3.5 A: Schematische Darstellung der Mutagenese-PCR zur Generierung des
Wildtyp BRET-Sensorplasmids. Der Wildtyp wurde durch Deletion des pathologischen Adenins
hergestellt. MutaPCRf bzw. MutaPCRr = Mutagenese-Primer (siehe 2.1.10). WT-DNA = Wildtyp-
DNA.

Abbildung 3.5 B: Gelelektrophorese des Wildtyp BRET-Sensorplasmids nach Mutagenese-
PCR mit Temperaturgradienten (60 — 71,6 °C). Die markierten (—) Banden wurden ausge-
schnitten.

M: Marker (GeneRuler 1 kb DNA-Ladder).

Die erwarteten Fragmente wurden aus dem Gel ausgeschnitten und aufgereinigt (siehe
2.2.1.13) und mit der gewonnenen DNA eine Transformation in E.coli (siehe 2.2.1.7)
durchgefuhrt. AnschlielBend erfolgte eine Mini-Plasmidisolation mittels Puffer (siehe
2.2.1.8). Um den Erfolg der Mutagenese-PCR zu prifen, erfolgte eine Sequenzierung
(siehe 2.2.1.9) des Plasmids mittels Sequenzierprimer SeqKas (siehe 2.1.10) und eine

anschlieRende Maxi-Plasmidisolation (siehe 2.2.1.8).

3.1.4 Dreifach-Transfektion in HEK293T-Zellen

Nach Herstellung der notwendigen Plasmide erfolgte die Transfektion in HEK293T-
Zellen als Dreifach-Transfektion (siehe Abb. 3.6). Die verwendeten Transfektions-
ansatze bei Verwendung des PE2-Komplexes werden in 2.2.2.5 beschrieben. Eine aus-
reichende Transfektionseffizienz wurde durch Verwendung des pTagGFP2-N Plasmids
(siehe 2.1.9) als GFP-Kontrolle gepruft.

ABCA4
ZielDNA pegRNA PE2- //

Luc8 GFP2 S ; Komplex o
) = A
: . : O . * :
1 2 3

Abbildung 3.6: Ubersicht iiber das Transfektionsschema bei Verwendung des PE2-Sys-

tems. 1 =BRET Sensorplasmid, enthalt die mutierte Ziel-DNA. Luc8 = Luciferase-Domane. GFP2
= GFP-Domaéne. 2 = pU6-pegRNA-GG-Acceptor Plasmid, enthalt die pegRNA. 3 = pCMV-PE2
Plasmid, enthalt den PE2-Komplex (erstellt mit BioRender.com).
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3.1.5 Editierungseffizienz des PE2-Systems

Nach genannter Dreifach-Transfektion schloss sich nach 4-tagiger Kultivierung der
HEK293T-Zellen die Inspektion der Fluoreszenz der Zellen mittels Fluoreszenz-Mikro-
skop an (siehe 2.1.1). Eine ausreichende Transfektionseffizienz konnte durch die GFP-
Kontrolle bei allen Versuchsreihen tberprift werden. Die Negativkontrollen (GG- und
Luc-Kontrolle) ergaben wie erwartet keine Fluoreszenz, die Positivkontrolle (WT-Kon-
trolle) wie erwartet eine deutliche Fluoreszenz. Bei den Zellen, die mit den pegRNA-
enthaltenden Ansatzen transfiziert wurden (siehe 2.2.2.5), war nur bei wenigen

pegRNAs eine vereinzelte und schwache Fluoreszenz sichtbar (siehe Abb. 3.7).

Phasen- GFP
kontrast Kanal

Overlay

Keine DNA

Kontrolle

GFP-Kontrolle

GG-Kontrolle

Luc-Kontrolle

WT-Kontrolle
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pegRNA 24

‘ | "'f‘. "...:.i' - - pegRNA 25

Abbildung 3.7: Fluoreszenzbilder von GFP-Kontrolle, Positivkontrolle (WT), Negativkon-

trollen (GG, Luc) sowie exemplarisch ausgewahlten pegRNAs (22, 24 und 25) 4 Tage nach
Transfektion. Die GFP-Kontrolle ergab eine ausreichende Transfektionseffizienz und die WT-
Kontrolle eine deutlich sichtbare Fluoreszenz. PegRNAs 22, 24 und 25 fluoreszierten nach Trans-

fektion vereinzelt gering.

Nach der Fluoreszenziuberprifung erfolgte die Proteinextraktion aus den Zellen (siehe
2.2.3.1) fur den nachfolgenden BRET-Assay (siehe 2.2.3.2). Das Prinzip des BRET-
Assays wurde genutzt, um den Reparaturerfolg durch die pegRNAs messen und quan-
tifizieren zu kénnen. Durch die im BRET-Sensorplasmid mutierte ABCA4-Sequenz und
die daraus resultierende Leserahmenverschiebung (+2) (siehe 1.2.1) ist eine korrekte
Expression des GFP2-Gens nicht méglich, woraus sich eine geringe BRET-Ratio ergibt.
Durch den Prime Editing Komplex soll nun die ABCA4-Ziel-Sequenz spezifisch durch die
Cas9-Nickase geschnitten und mittels pegRNA und Reverse Transkriptase wieder in die
Wildtyp-Sequenz transformiert werden. Eine erfolgreiche Korrektur ermdglicht, dass sich
das GFP2-Gen wieder im selben Leseranmen wie das Luciferase-Gen (+1) befindet und
es somit ordnungsgemaf exprimiert werden kann (siehe Abb. 3.8). Daraus resultiert eine

gemal der Reparatureffizienz der pegRNAs héhere BRET-Ratio.

62



Ergebnisse

BRET Sensorplasmid
+ mutierte Ziel-DNA ABCA4

GTAG _-Stop
o) QREEEE o2 )@

lPrime Editing

BRET Sensorplasmid

+ korrigierte Ziel-DNA ABCA4

GTG

Abbildung 3.8: Schematische Darstellung der Leserahmenverschiebung innerhalb des

BRET Sensorplasmids durch die Mutation im ABCA4-Gen und deren Korrektur durch den
Prime Editing Komplex. Das GFP-Gen befindet sich durch die Mutation in einem anderen Frame
(+2) als das Luciferase-Gen (+1). Durch die Korrektur verschiebt sich das Leseraster so, dass
sich das GFP-Gen wieder im selben Leserahmen befindet und ordnungsgemal exprimiert wer-

den kann (veréandert nach Wimmer et al. 2023).

Die mittlere BRET-Ratio zeigte fir die WT-Kontrolle einen Wert von 128,0 = 1,0 milli
BRET-Units [mBU]. Die Messung der GG-Kontrolle wies eine BRET-Ratio von 22,5 £ 0,7
mBU auf und die der Luc-Kontrolle eine BRET-Ratio von 23,0 £ 0,7 mBU. Die gemes-
sene BRET-Ratio der pegRNAs wurde in die prozentuale Editierungseffizienz umgerech-
net (siehe 2.2.4).

Die WT-Kontrolle diente hier und in allen folgenden Versuchsreihen als Referenz fir
100%-ige Reparatur, die Luc-Kontrolle als Referenz fir 0%-ige Reparatur. Die berech-
neten Editierungseffizienzen der pegRNAs konnten dementsprechend in die Skala ein-

geordnet werden.

Die pegRNAs 7 — 18 wiesen nach Transfektion des PE2-Systems eine nicht signifikant
erhdohte BRET-Ratio im Vergleich zur Luc-Kontrolle (0%) auf. Bei den pegRNAs 19 — 27
hatten wenige pegRNAs eine signifikant hdhere BRET-Ratio (siehe Abb. 3.9 A), woraus
sich eine Editierungseffizienz von durchschnittlich 1,7 + 0,09 % ergab (siehe Abb. 3.9
B). Die hochste Editierungseffizienz zeigte hierbei pegRNA 26 mit 2,6 % (25,7 = 0,5
mBU). Da nur die pegRNAs 19 — 27 eine (zwar geringe) Reparatur aufwiesen, wurde fur
den Reparaturversuch mittels PE3- bzw. PE3b-Komplexes lediglich mit den genannten

pegRNAs weitergearbeitet und die pegRNAs 7 — 18 hierflr vernachlassigt.

63



Ergebnisse

*p<0,01 **p=0,02 - 0,150
A # p = nicht signifikant
160 1
# *%
140 s
2 120
E,
£ 100 )V
P
- # — . ==
E == = - -
- W}HH H
ﬂ L L L L L L D L L L L L D D L D e D D D B R )
Egghmﬁﬁiﬁﬂiﬂﬁtﬂﬂﬁﬁﬁﬂﬁﬂﬁk
B
1001 — p<0,035
# p = nicht signifikant
X 80 -
[ ]
=
&z
M
£ 60 1
]
N
o
=
=
.E 4“‘
=
1]
# # # # # # % #
TUTTTTTTT L
0 — o o o m

WT Luc 19 20 21 22 23

24 25 26 27

Abbildung 3.9 A: BRET-Ratio der Negativ- (GG, Luc) und Positivkontrolle (WT) sowie der
pegRNAs 7-27 nach Transfektion mit dem PE2-System.

Abbildung 3.9 B: Editierungseffizienz der pegRNAs 19-27 innerhalb der Skala von 0-100%.
Die Luc-Kontrolle entspricht 0 % Editierungserfolg, die WT-Kontrolle entspricht 100 % Editie-

rungserfolg.
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3.2 Experimentelles Design: PE3/3b-System

Um die Editierungseffizienz der pegRNAs zu steigern, wurden insgesamt vier ngRNAs
Uber das PrimeDesign Online-Tool designt und jeweils in das pSpCas9(BB)-2A-
Puro(PX459)V2.0 Plasmid, kurz px459 Plasmid, kloniert. Dieses wurde dem Versuchs-
aufbau des PE2-Systems hinzugefligt, sodass eine Vierfach-Transfektion in HEK293T-
Zellen erfolgte. Die Auswertung des Reparaturerfolgs folgte mittels BRET-Assay. Der

experimentelle Aufbau ist in Abbildung 3.10 dargestellt.

ngRNA Design und

Klonierung Transfektion

{ Vierfach- ‘

‘ Auswertung |

ABCA4

PrimeDesign Tool Luc8 ers GFP2

_

BRET-Assay

1gRN pegRNA _ o):fjex L
W 4 )
AR |
=
f?%i?’ )

Abbildung 3.10: Schematische Darstellung des experimentellen Designs bei Verwendung
des PE3/3b-Systems. 1 = BRET-Sensorplasmid, enthalt die mutierte ABCA4-Sequenz (GTAG).
Luc8 = Luciferase-Doméne, GFP2 = GFP-Doméane. 2 = pU6-pegRNA-GG-Acceptor Plasmid, ent-
hélt die pegRNA. 3 = pCMV-PE2 Plasmid, enthalt den PE2-Komplex. 4 = pSpCas9(BB)-2A-Puro
(PX459) V2.0 Plasmid, kurz px459 Plasmid, enthalt die ngRNA (erstellt mit BioRender.com).

3.2.1 Design der ngRNAs

Das Design der ngRNAs erfolgte analog zu dem der pegRNAs Uber das PrimeDesign
Online-Tool. Es wurden vier ngRNAs ausgewéhlt, die den komplementaren (nicht-
editierten) Strang in geringer Distanz zum pegRNA Nick schneiden. NgRNA 1 und 2 sind
dabei dem PE3-System zugeordnet, wahrend ngRNA 3 und 4 als PE3b-System
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bezeichnet werden. Das PE3b-System hat den Vorteil, dass der nicht-editierte Strang
erst genickt wird, wenn das Edit bereits installiert wurde und vermeidet so die Bildung
von DSBs.

In Abbildung 3.11 sind die Nicking-Positionen der ngRNAs 1-4 in Bezug zum pegRNA
Nick dargestellt.

pegRNA
nick
5...AGTGCTTTGGCCT |, CCTGGGAGTAGAACGG... 3°
PAM
3’ ..TCACGAAACCGGAGGACCCTCATCTTGCC... 5/
4 | I | | |

-
>

=12 ~7 +4  +9
ngRNA3 ngRNA4 ngRNA2 ngRNA1
PE3b PE3

Abbildung 3.11: Ubersicht tiber die Nicking-Positionen der verwendeten ngRNAs im nicht-
editierten Strang, ausgehend vom pegRNA Nick. NgRNA 1 und 2 sind dem PE3-Komplex,
NgRNA 3 und 4 dem PE3b-Komplex zugeordnet. PAM = protospacer adjacent motif (blau).
Adenin (rot) = Mutation.

3.2.2. Klonierung der ngRNAs

Zur spéateren Transfektion der ngRNAs wurde das px459 Plasmid (siehe 2.1.9) als Vek-
tor verwendet. Vor Klonierung der ngRNAs konnte das Cas9-Gen, der CMV-Promotor
sowie das Puromycin-Resistenzgen des Plasmids zur GrélRenverringerung mittels Mu-
tagenese-PCR (siehe 2.2.1.11) deletiert werden. Hierzu wurden die Primer DelCasf und
DelCasr (siehe 2.1.10) verwendet. In der Gelelektrophorese zeigte sich die erwartete
Fragmentlange von ca. 3400 bp (siehe Abb. 3.12).
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Abbildung 3.12: Gelelektrophorese nach Deletion des px459 Plasmids mittels Mutagenese-
PCR mit Temperaturgradienten (60 — 71,6 °C). Die markierten (—) Banden wurden ausge-
schnitten. M: Marker (GeneRuler 1 kb DNA-Ladder).

Diese Fragmente wurden aus dem Gel ausgeschnitten und aufgereinigt (siehe 2.2.1.13)
und mit der gewonnenen DNA eine Transformation in E.coli (siehe 2.2.1.7) durchgefthrt.
AnschlieBend erfolgte eine Mini-Plasmidisolation mittels Puffer (siehe 2.2.1.8). Zur Uber-
prufung der erfolgreichen Deletion des Cas9-Gens wurde ein Analyse-Verdau mit E-
coRV und Bbsl durchgefiihrt (siehe 2.2.1.2). Hierbei fuhrt der Verdau mittels Bbsl zu
einer Linearisierung des Plasmids, wobei EcCORV eine Schnittstelle innerhalb des Cas9-
Gens besitzt, sodass bei nicht erfolgter Deletion eine Doppelbande entsteht. Es zeigte
sich bei fast allen Proben die erwartete Einzelbande mit einer DNA-Fragmentlange von
3400 bp (siehe Abb. 3.13).

bp M

6000 7
3000 o e s — — — — S— — — o +— Ca. 3400

1000  t— p : ‘

Abbildung 3.13: Analyse-Verdau des px459 Plasmids nach Deletion. Bei den Proben, die
eine Doppelbande zeigten, war die Deletion nicht erfolgreich. M: Marker (GeneRuler 1kb DNA-
Ladder).
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Die Proben, welche die erwarteten Fragmente zeigten, wurden mittels Sequenzierung
auf ihre Richtigkeit Uberpruft. Hierzu kam als Sequenzierprimer Wolle 610 (siehe 2.1.10)
zur Anwendung. Die Plasmidaufreinigung erfolgte mittels Midi-Plasmidisolation (siehe
2.2.1.8).

Die Oligonukleotide fur die ngRNAs (siehe 2.1.10) wurden genauso mittels ,PrimeDe-
sign“ Online-Tool ausgewahlt und anschlielRend hybridisiert (siehe 2.2.1.1). Zur Klonie-
rung wurde das deletierte px459 Plasmid mit Bbsl verdaut (siehe 2.2.1.2) und die jewei-
lige, hybridisierte ngRNA ligiert (siehe 2.2.1.4). Nach Transformation in E.coli (siehe
2.2.1.7) erfolgte eine Mini-Plasmidisolation mittels Puffer (siehe 2.2.1.8). Die erfolgreiche
Klonierung wurde mittels Primer Wolle 610 (siehe 2.1.10) durch Sequenzierung (siehe
2.2.1.9) uberprift und anschlieBend eine Maxi-Plasmidisolation (siehe 2.2.1.8) durchge-
fuhrt.

3.2.3 Vierfach-Transfektion in HEK293T-Zellen

Durch Zugabe des px459 Plasmids, welches die ngRNA enthalt, erfolgte die Transfek-
tion in HEK293T-Zellen als Vierfach-Transfektion (siehe Abb. 3.14). Die Transfektions-
ansatze bei Verwendung des PE3/3b-Komplexes sind in 2.2.2.5 beschrieben. Eine aus-
reichende Transfektionseffizienz wurde durch Nutzung des pTagGFP2-N Plasmids
(siehe 2.1.9) als GFP-Kontrolle gepruft.

ABCA4 P
ZielDNA pegrRNA PE2- ol

LUOPZ C Cmplex
1 2 3

Abbildung 3.14: Ubersicht tiber das Transfektionsschema bei Verwendung des PE3/3b-

Systems. 1 = BRET Sensorplasmid, enthalt die mutierte Ziel-DNA. Luc8 = Luciferase-Domaéne.
GFP2 = GFP-Domane. 2 = pU6-pegRNA-GG-Acceptor Plasmid, enthélt die pegRNA. 3 = pCMV-
PE2 Plasmid, enthalt den PE2-Komplex. 4 = pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 Plasmid, kurz
px459 Plasmid, enthalt die ngRNA (erstellt mit BioRender.com).
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3.2.4 Editierungseffizienz des PE3- und PE3b-Systems

Zusétzlich zu oben genanntem Transfektionsschema fir das PE2-System wurde fur den
Reparaturversuch durch den PE3- bzw. PE3b-Komplex das px459 Plasmid mit enthal-
tener ngRNA hinzugefiigt (siehe 2.2.2.5), sodass eine Vierfach-Transfektion erfolgte
(siehe Abb. 3.6). Nach 4-tagiger Inkubation folgte eine Fluoreszenz-Mikroskopie der Zel-
len. Die GFP-Kontrolle zeigte hier ebenfalls eine ausreichende Transfektionseffizienz.
Die Negativkontrollen (GG- und Luc-Kontrolle) wiesen auch hier wie erwartet keine Flu-
oreszenz auf, wobei die Positivkontrolle (WT-Kontrolle) deutlich fluoreszierte (siehe Abb.
3.15). Die mit pegRNA und zusétzlich ngRNA transfizierten Zellen (siehe 2.2.2.5) zeigten
eine sichtbare Fluoreszenz. Hierbei fluoreszierten die Zellen, die mit pegRNA und
ngRNA 3 oder ngRNA 4 transfiziert wurden, besonders deutlich (siehe Abb. 3.15).

Phasen- GFP
kontrast Kanal

= T
o

Overlay

Keine DNA-

Kontrolle

GFP-Kontrolle

GG-Kontrolle

Luc-Kontrolle

WT-Kontrolle
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pegRNA 26 +
ngRNA 1

pegRNA 26 +
ngRNA 2

pegRNA 26 +
ngRNA 3

pegRNA 26 +
ngRNA 4

pegRNA 19 +
ngRNA 1

pegRNA 19 +
ngRNA 2

pegRNA 19 +
ngRNA 3

pegRNA 19 +
ngRNA 4

Abbildung 3.15: Fluoreszenzbilder von GFP-Kontrolle, Positivkontrolle (WT), Negativkon-
trollen (GG, Luc) sowie exemplarischen pegRNAs (19 und 26) Co-transfiziert mit ngRNA 1-
4 (PE3- bzw. PE3b-System) vier Tage nach Transfektion. Die GFP-Kontrolle zeigte eine aus-
reichende Transfektionseffizienz, die WT-Kontrolle fluoreszierte deutlich sichtbar. PegRNAs 19

und 26 wiesen vor allem nach Co-Transfektion mit ngRNA 3 bzw. 4 eine gut sichtbare Fluores-
zenz auf.
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Nach Fluoreszenzuberprifung erfolgte analog die Proteinextraktion aus den Zellen
(siehe 2.2.3.1) fur den folgenden BRET-Assay (siehe 2.2.3.2). Durch die zusétzlichen
ngRNAs konnte die BRET-Ratio im Vergleich zum PE2-System signifikant gesteigert

werden.

Im Falle der Transfektion der pegRNAs 19 — 27 mit ngRNA 1 zeigte die WT-Kontrolle
eine BRET-Ratio von 157,2 + 8,0 mBU, die GG-Kontrolle eine BRET-Ratio von 24,4 +
1,6 mBU und die Luc-Kontrolle eine BRET-Ratio von ebenso 24,4 + 1,1 mBU. Im Ver-
gleich zu den pegRNAs ohne ngRNA wiesen die pegRNAS, die mit ngRNA 1 transfiziert
wurden, eine signifikant héhere BRET-Ratio zwischen 83,7 und 101,8 mBU auf (siehe
Abb. 3.16 A). Dies entsprach einer durchschnittichen Editierungseffizienz von
50,8 + 7,5 %. Die Kombination aus pegRNA 19 und ngRNA 1 erzielte hierbei mit 58,3 %
(101,8 £ 3,4 mBU) den hiéchsten Reparaturerfolg (siehe Abb. 3.16 B).
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Abbildung 3.16 A: BRET-Ratio der Negativ- (Luc) und Positivkontrolle (WT) sowie der

pegRNAs 19-27 nach Transfektion mit bzw. ohne ngRNA1 (PE3-System).

Abbildung 3.16 B: Editierungseffizienz der pegRNAs 19-27 mit bzw. ohne ngRNAL1 inner-
halb der Skala von 0-100%. Die Luc-Kontrolle entspricht 0 % Editierungserfolg, die WT-Kontrolle

entspricht 100 % Editierungserfolg.
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Bei der Transfektion der pegRNAs 19-27 mit ngRNA 2, 3 und 4 wurde die WT-Kontrolle
mit einer BRET-Ratio von 136,5 = 5,0 mBU gemessen. Die BRET-Ratio der GG-Kon-
trolle betrug 24,2 + 0,7 mBU, die der Luc-Kontrolle 24,3 + 0,6 mBU.

Die pegRNAs, die mit ngRNA 2 transfiziert wurden, wiesen im Vergleich zu den
pegRNAs ohne ngRNA eine ebenfalls signifikant hohere BRET-Ratio auf. Allerdings
zeigten sie im Vergleich zum Versuch mit ngRNA 1 eine geringere BRET-Ratio zwischen
42,6 und 51,0 mBU (siehe Abb. 3.17 A). Die Editierungseffizienz betrug somit durch-
schnittlich 20,1 + 3,7 %, wobei pegRNA 19 zusammen mit ngRNA 2 mit 23,8 % (51,0 +
2,2 mBU) noch den héchsten Reparaturerfolg erzielte (siehe Abb. 3.17 B).
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Abbildung 3.17 A: BRET-Ratio der Negativ- (Luc) und Positivkontrolle (WT) sowie der

pegRNAs 19-27 nach Transfektion mit bzw. ohne ngRNA2 (PE3-System).

Abbildung 3.17 B: Editierungseffizienz der pegRNAs 19-27 mit bzw. ohne ngRNAZ2 inner-
halb der Skala von 0-100%. Die Luc-Kontrolle entspricht 0 % Editierungserfolg, die WT-Kontrolle

entspricht 100 % Editierungserfolg.
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Nach der Transfektion der pegRNAs mit ngRNA 3, zeigte sich im BRET-Assay eine hoch
signifikante BRET-Ratio zwischen 107,4 und 119,0 mBU im Vergleich zu den pegRNAs
ohne ngRNA (siehe Abb. 3.18 A). Dies entsprach einer Editierungseffizienz von durch-
schnittlich 79,4 =+ 5 %. Den hdchsten Reparaturerfolg erzielte hierbei mit 84,4 %
(119,0 = 8,9 mBU) die Kombination aus pegRNA 25 und ngRNA 3 (siehe Abb. 3.18 B).

75



Ergebnisse

A

*p<0,01 #p =nicht signifikant

160 -

140 -

120 -

-

o

o
1

80

60

BRET Ratio [mBU]

40

20

100

B (=] (o]
o o o
1 L L

Editierungseffizienz [%)

N
o
1

Abbildung 3.18 A: BRET-Ratio der Negativ- (Luc) und Positivkontrolle (WT) sowie der
pegRNAs 19-27 nach Transfektion mit bzw. ohne ngRNA3 (PE3b-System).

Abbildung 3.18 B: Editierungseffizienz der pegRNAs 19-27 mit bzw. ohne ngRNA3 inner-
halb der Skala von 0-100%. Die Luc-Kontrolle entspricht 0 % Editierungserfolg, die WT-Kontrolle
entspricht 100 % Editierungserfolg.
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Die pegRNAs, welche gemeinsam mit ngRNA 4 transfiziert wurden, zeigten ebenfalls
eine hoch signifikante BRET-Ratio zwischen 113,7 und 126,6 mBU im Vergleich zu den
pegRNAs ohne ngRNA (siehe Abb. 3.19 A). Die Editierungseffizienz betrug damit durch-
schnittlich 84,2 £ 7 %. Die Kombination aus pegRNA 26 und ngRNA 4 wies hierbei mit
91,2 % (126,6 = 6,3 mBU) den prozentual héchsten Reparaturerfolg auf, bezogen auf
alle in dieser Arbeit durchgefihrten Prime Editing Versuchsreihen (siehe Abb. 3.19 B).
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Abbildung 3.19 A: BRET-Ratio der Negativ- (Luc) und Positivkontrolle (WT) sowie der
pegRNAs 19-27 nach Transfektion mit bzw. ohne ngRNA4 (PE3b-System).

Abbildung 3.19 B: Editierungseffizienz der pegRNAs 19-27 mit bzw. ohne ngRNA4 inner-
halb der Skala von 0-100%. Die Luc-Kontrolle entspricht 0 % Editierungserfolg, die WT-Kontrolle
entspricht 100 % Editierungserfolg
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4. Diskussion

Anhand der dargestellten Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass eine Korrektur der
genannten Insertionsmutation (siehe 1.2.1) innerhalb des BRET-Sensorplasmids mittels
Prime Editing moglich ist. Besonders die Korrektur mithilfe des PE3 bzw. PE3b-Systems

wies aufgrund der zusétzlich verwendeten ngRNAs eine hohe Effizienz auf.

Die Entdeckung des Prime Editors als neues Genomeditierungs-Tool geht auf David Liu
und seine Arbeitsgruppe zurtick. Hier konnte bereits eine erfolgreiche Anwendung des
PE2- und PE3-Systems in u.a. HEK293T-Zellen nachgewiesen werden. Im Vergleich zur
ersten Prime Editor Generation PEL1 (in dieser Arbeit nicht beschrieben) erzielte der PE2
je nach Ziel-Modifikation und Locus eine 1,6- bis 5,1-fache Effizienzsteigerung. Durch
Anwendung des erweiterten PE3- bzw. PE3b-Systems verbesserte sich die Effizienz im

Vergleich zum PE2-System um ein 1,5- bis 4,2-faches (Anzalone et al. 2019).

Diese Effizienzsteigerung konnte in dieser Arbeit reproduziert und bestatigt werden. Im
gewahlten Versuchsaufbau konnte fiir den PE2-Komplex eine durchschnittliche Editie-
rungseffizienz von 1,70 % gemessen werden (siehe 3.2.4). Die Nutzung des PE3- bzw.
PE3b-Systems steigerte diese je nach genutzter ngRNA deutlich auf durchschnittlich
50,73 % (ngRNAL), 20,0 % (ngRNA?2), 79,27 % (hgRNA3) bzw. 83,97% (ngRNA4) (siehe
3.2.4).

Einfluss des pegRNA Designs auf die Editierungseffizienz

Mehrere Arbeitsgruppen untersuchten bereits den Einfluss von pegRNA Design und die
Zugabe einer zusatzlichen ngRNA auf die Editierungseffizienz (Anzalone et al. 2019;
Kim et al. 2021). Die pegRNAs sowie auch die ngRNAs wurden wie bereits genannt
mithilfe des ,PrimeDesign® Online-Tools generiert, deren Sequenzen finden sich in Ta-
belle 11.1 (Anhang) aufgelistet. In Tabelle 3.1 sind die einzelnen pegRNA Anteile ver-

gleichend aufgefiihrt sowie deren peg-to-edit distance.

Betrachtet man die Ergebnisse, scheint bezogen auf die pegRNAs besonders die peg-
to-edit distance einen Einfluss auf die Effizienz zu haben. Die pegRNAs 19 - 27, welche
eine peg-to-edit distance von 9 Nukleotiden (nt) besitzen, zeigten bereits bei Anwendung
des PE2-Systems eine teils signifikant hbhere BRET-Ratio bzw. Editierungseffizienz als
die pegRNAs 7 — 18 mit einer peg-to-edit distance von 10 nt (siehe Tabelle 3.1). Auffal-
lend ist auBerdem, dass das RT-Template der pegRNAs 19-27 mit 16-18 nt langer war
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als das der restlichen pegRNAs, wobei die PBS bei allen pegRNAs gleichbleibend zwi-
schen 12 und 14 nt variierte. Man kdnnte daher vermuten, dass eine langere RT-Temp-
late zu einem groReren Editierungserfolg fuhrt. Allerdings ist dies keine allgemeine Emp-
fehlung, denn je nach Ziel-DNA und gewiinschtem Edit variieren die Langen der
pegRNA-Anteile stark. David Liu und seine Arbeitsgruppe empfehlen mit einer PBS von
13 nt und einem RT-Template von 10-16 nt zu beginnen und die L&ngen der einzelnen
Anteile im Zuge der Optimierung leicht zu verandern (Anzalone et al. 2019; Kim et al.
2021).

Zu bedenken ist, dass sich bereits kleine Veranderungen im pegRNA Design entschei-
dend auf die Effizienz auswirken kbnnen und ein Ausprobieren verschiedener Designs

sinnvoll ist.

Effizienzsteigerung durch ngRNAs

Neben der Wahl der pegRNAs ist die Auswahl der ngRNAs entscheidend fur gute Edi-
tierungsergebnisse. Anzalone et al. konnten bei zusatzlicher Verwendung von verschie-
denen ngRNAs eine ca. 2- bis 4-fache Steigerung der Reparatureffizienz im Vergleich

zum PE2-System erzielen (Anzalone et al. 2019).

In dieser Arbeit wurden von den durch das PrimeDesign-Tool vorgeschlagenen ngRNAs
vier ausgewahlt. Es konnte reproduziert werden, dass der Einsatz der ngRNAs (hier 1-
4) im Vergleich zum PE2-System zu einer erheblichen Steigerung der Effizienz flhrte.
Die durchschnittlich hdchsten Reparaturraten der pegRNAs wurden in Kombination mit
NgRNA 4 erzielt (siehe 3.2.4).

Wie in Abbildung 3.11 gezeigt wird, unterscheiden sich die nicking Positionen der vier
gewdahlten ngRNAs teilweise nur um wenige nt und befinden sich alle relativ nahe in
Relation zum pegRNA nick. Die ngRNAs 1 und 2 sind dabei dem PE3-System zugeord-
net, konnen also den nicht-editierten Strang an Position +4 bzw. +9 jederzeit nicken,
auch wenn das Edit noch nicht erfolgreich in den komplementaren Strang eingebaut
wurde. Dadurch kann es zu simultanem Schneiden durch pegRNA und ngRNA und da-
mit zu unerwiinschten Doppelstrangbriichen der DNA kommen. Es war zwar nachzuwei-
sen, dass auch mit ngRNA 1 und 2 die Editierungseffizienz im Vergleich zum PE2-Sys-
tem deutlich gesteigert werden konnte, jedoch ist durch den DSB vermutlich auch die
Indel-Rate hoher als beim PE2-System.

Die ngRNAs 3 und 4 sind im Gegenzug dem PE3b-System zugeordnet und nicken den
nicht-editierten Strang an Position -12 bzw. -7 erst, wenn der Ziel-Strang erfolgreich
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editiert wurde. Durch diese zeitliche Verzogerung kann die Indel-Rate bei gleichbleiben-
der oder hoherer Editierungseffizienz, verglichen mit dem PE3-System, deutlich redu-
ziert werden. Daher sollte das PE3b-System, wann immer moglich, dem PE3-System

vorgezogen werden (Anzalone et al. 2019).

Allerdings wurde die Indel-Rate in dieser Arbeit nicht untersucht. Die Ergebnisse zeigten
jedoch bei Anwendung des PE3b-Systems einen grof3eren Editierungserfolg als das
PE3-System (siehe 3.2.4).

Weitere Einflussfaktoren

Im Zuge intensiver Forschung konnten weitere Einflussfaktoren identifiziert werden, die

die Reparatureffizienz der PEs vermutlich weiter positiv beeinflussen.

Beispielsweise scheint eine Erhéhung der pegRNA Expression zu einer verbesserten
Effizienz zu fuhren. Hierzu kénnte einerseits die Zahl der pegRNA Expressionskassetten
innerhalb des Vektors verdoppelt und andererseits zwei Promotor-Systeme anstatt eines
verwendet werden. Durch dieses Vorgehen wurde in Mais-Zellen eine Prime Editing Ef-

fizienz von bis zu 53 % erzielt (Jiang et al. 2020).

Eine weitere Herangehensweise kdnnte den Einsatz von Cas9-Varianten beinhalten, die
flexible Eigenschaften beziglich PAM-Erkennung besitzen. Durch Modifizierung des
haufig genutzten Cas-Enzyms (SpCas9) ware es moglich, neben der klassischen NGG
PAM, relativ variable PAM-Sequenzen zu erkennen und damit die Einsatzmdglichkeiten
der Prime Editors weiter zu steigern. Kweon et al. konnten sechs verschiedene SpCas9
Varianten innerhalb des PE2 generieren und verglichen deren Editierungseffizienz in
Uber 50 verschiedenen Mutationen mit der des Wildtyp SpCas9-PE2 in HEK293T-Zellen.
Die klassische NGG PAM wurde vom Wildtyp SpCas9 besser erkannt als von den Vari-
anten und die Zielregion konnte bis zu 10 % korrekt editiert werden. Die SpCas9 Vari-
anten zeigten jedoch eine hohe Editierungseffizienz von bis zu 51,7 % bei nicht-kanoni-
schen PAM-Sequenzen wie beispielsweise NGA oder NGC. Mit dieser Steigerung an
Flexibilitat kdnnten Prime Editors theoretisch bis zu 94,4 % aller humanen genetischen

Mutationsvarianten (vgl. Abb. 1.6) korrigieren (Kweon et al. 2021).

Nutzung von Prime Editing Online-Tools

Mittlerweile sind mehrere Design-Tools entwickelt worden, die den teilweise komplexen

Prime Editing Planungsprozess erheblich erleichtern kénnen (Hwang et al. 2021). Das
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verwendete PrimeDesign-Tool von Pinellolab generiert nach Eingabe der Zielsequenz
und Definition der gewinschten Modifikation nicht nur eine groRere Auswahl an ver-
meintlich erfolgsversprechenden pegRNAs und ngRNAs, sondern empfiehlt gezielt auch
ein vermutlich optimales Design. Fir die in dieser Arbeit gewunschte Modifikation der
Ziel-DNA wurde durch das Online-Tool ein spezifisches pegRNA Design, bestehend aus
13 nt PBS und 19 nt RT-Template, vorgeschlagen. Dieser Empfehlung entspricht die in
dieser Arbeit verwendete pegRNA 26, die gemeinsam mit ngRNA 4 mit 91,20 % Editie-
rungseffizienz das beste Ergebnis von allen Kombinationen erzielte (siehe 3.2.4).

Dieses Ergebnis indiziert, dass Online-Tools wie PrimeDesign eine gute pradiktive Aus-
sage uber den tatsachlichen Reparaturerfolg der empfohlenen pegRNAs treffen kdnnen.
Allerdings ist es auch hier entscheidend, welche Modifikation und welche Zielregion an-
gestrebt wird, sodass die vorgeschlagenen pegRNA Designs oftmals nachtraglich ange-
passt werden muissen. Zusammenfassend lasst sich jedoch sagen, dass Tools wie Pri-
meDesign eine umfassende und relativ einfach anwendbare Methode fir die automati-
sche Generierung von pegRNAs und ngRNAs darstellen. Durch den freien Zugang der
Anwendung wird die Nutzung von Prime Editing in den verschiedensten Forschungsbe-

reichen vereinfacht und verbessert (Hsu et al. 2021).

Vergleich mit HDR-basierten Anséatzen und Base Editors

Prime Editors bieten méglicherweise nicht nur aufgrund hoher Reparatureffizienz groRes
Potential fir zukinftige therapeutische Genomeditierung. Auch die Indel-Rate erscheint
deutlich niedriger als beispielsweise bei Reparaturversuchen mittels HDR (siehe 1.5.2).
In vier Zelllinien wurde die Indel-Rate nach Installation von verschiedenen Transversi-
ons- und Insertionsmutationen durch PE3 bzw. durch HDR untersucht. Im Vergleich zu
den HEK293T-Zellen, die mit HDR modifiziert wurden, war das Verhaltnis von korrekter
Modifikation zu Indels 270-fach héher bei den PE3- behandelten Zellen. In Bezug auf
die Effizienz fiel die Reparatur durch HDR vergleichbar oder geringer als die von PE3
aus (Anzalone et al. 2019). Dieses Ergebnis impliziert, dass durch HDR womdglich eine
ahnlich gute Editierungseffizienz erzielt werden kdnnte, wobei allerdings durch die Er-
zeugung eines Doppelstrangbruchs mit einer deutlich hdheren Rate an unerwiinschten

Indels gerechnet werden muss.

Neben Prime Editors gehoéren u.a. die Base Editors (siehe 1.6.1) zu den neuen Geno-
meditierungsmethoden. Sie wurden ebenfalls durch David Liu und seine Arbeitsgruppe
erstmalig beschrieben und weisen hohes therapeutisches Potenzial durch eine effiziente

Reparatur von Transitionsmutationen auf. Hier Ubersteigt die Reparatureffizienz der
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Base Editors die der Prime Editors, sodass BEs bei dieser Mutationsart noch bevorzugt

genutzt werden sollten (Schene et al. 2020).

Allerdings bieten Base Editors zum jetzigen Zeitpunkt deutlich weniger vielfaltige Ein-
satzmoglichkeiten als Prime Editors und kénnen zudem durch ihre Funktionsweise ver-
mehrt off-target Effekte (Modifikation einer oder mehrerer Basen auf3erhalb der Zielre-
gion) hervorrufen. Besonders Cytosin Base Editors scheinen zu einer hoheren Rate an
off-target Effekten und Indels zu flihren als Adenosin Base Editors. Dies resultiert in Si-
cherheitsbedenken beziglich einer zukinftigen klinischen Anwendung und erfordert ein-

gehendere Forschung (Zuo et al. 2019; Griinewald et al. 2019).

Die Anwendung von Prime Editors kann jedoch ebenfalls zu (geringen) off-target Effek-
ten fuhren. In einer Vergleichsstudie wurde die Haufigkeit von off-target Effekten von
PE2 bzw. PE3 und der von Cas9 (mit zugehodrigen sgRNAS) in HEK293T-Zellen unter-
sucht. Die mit PE2 transfizierten Zellen zeigten eine geringe off-target editing Rate von
max. 3,5 % der untersuchten off-target Loci, wohingegen die von PE3 max. 0,1 % ergab.
Die mit Cas9 und sgRNA transfizierten Zellen wiesen allerdings, je nach Locus und
sgRNA, eine off-target editing Rate von bis zu 81,1 % auf (Anzalone et al. 2019). Durch
das Schneiden von nur einem DNA-Strang durch den Prime Editor wird somit das Auf-
treten unerwiinschter Editierung weitgehend minimiert. Trotz allem bleibt die vollstandige

Vermeidung von off-target Effekten weiterhin Gegenstand der Forschung.

Einsatz von Prime Editing in vivo

Eine erfolgreiche Anwendung des Prime Editing Systems in vitro lasst allerdings nur un-
zureichende Erkenntnisse hinsichtlich zuklnftiger therapeutischer Anwendung zu, so-

dass die Forschung in vivo immer gro3eren Stellenwert erlangt.

Als eine der ersten Arbeitsgruppen nutzen Liu et al. das PE3-System, um gezielte
Punktmutationen in zwei Genen (Ar- und Hoxd13-Gen) in Maus-Embryos zu erzeugen.
Der PE3 zeigte in den injizierten Embryos eine Editierungseffizienz von bis zu 18,5 %
bei geringer Indel-Rate. Jedoch wurden, abgesehen von den gewlnschten Mutationen,
weitere unerwiinschte Modifikationen innerhalb der Zielregion detektiert. Die Embryos
wurden folgend in Muttertiere transferiert. Es konnte beobachtet werden, dass post par-
tum 10 von 49 Mausen die gewlinschten Mutationen trugen und dies bei niedriger Indel-
Rate. Allerdings kam es wie bei den Embryos auch hier zu unerwiinschten Mutationen
innerhalb der Zielregion. Off-target Effekte konnten nicht nachgewiesen werden (Liu et
al. 2020).
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Schene et al. nutzten Prime Editing, um krankheitsauslosende Mutationen beziiglich
DGAT1-Defizienz und Morbus Wilson in intestinalen Organoiden von erkrankten Perso-
nen zu korrigieren. Organoide weisen wichtige funktionelle Eigenschaften von Organen
auf und tragen durch ihre 3D-Struktur dazu bei, die Modellierung von monogenen Krank-
heiten zu verbessern. Durch den Einsatz des PE3-Systems konnten 30-50 % der ge-
wiinschten Edits installiert werden, wahrend unerwiinschte Modifikationen in der Zielre-
gion mit einer Rate von 1-4 % auftraten. Analog zur obigen Studie wurden keine off-
target Effekte festgestellt (Schene et al. 2020).

Diese Ergebnisse unterstitzen das Potential von Prime Editing fir den klinisch-thera-
peutischen Einsatz. Zuvor missen dennoch unerwiinschte Modifikationen moglichst un-

terbunden werden, um die Sicherheit einer kiinftigen Therapie zu erhdhen.

Besonders in Bezug auf diese Arbeit ist anzumerken, dass Prime Editors vor allem fir
postmitotisches Gewebe wie neuronale oder retinale Zellen einen grof3en Vorteil gegen-
Uber herkdmmlichen gentherapeutischen Verfahren bieten, da sie unabhangig vom Zell-
zyklus agieren. Liu et al. transduzierten primare kortikale Neuronen von E18.5 Mausen
mit einem lentiviralen Vektor (siehe 1.3), der das PE3-System beinhaltete. Die ge-
winschte Transversion wurde innerhalb des DNMT1-Gens mit einer Editierungseffizienz

von 7,1 % und einer Indel-Rate von 0,58 % gemessen (Anzalone et al. 2019).

Eine in vivo Anwendung von Prime Editing in beispielsweise retinalen oder neuronalen

Zellen erscheint also mdglich und ist Bestandteil derzeitiger und zukUnftiger Forschung.

Ausblick

Das therapeutische Potential der Prime Editors ist aufgrund hoher Effizienz und relativ
niedriger Indel-Raten hoch und bietet vielfaltige Einsatzmdglichkeiten in Bezug auf die
Behandlung krankheitsauslosender Mutationen. Durch die flexible Gestaltung von peg-
und ngRNAs erlaubt Prime Editing theoretisch bei nahezu jeder Mutation eine Korrektur
und ist dementsprechend vielfaltig anwendbar. Durch die Nutzung von Design-Online-
Tools wird der Planungsprozess und die Durchfilhrung zunehmend vereinfacht. Um eine
zukiinftig sichere Therapie beim Menschen mdglich zu machen, muss allerdings noch
weitere Forschungsarbeit in Bezug auf das Auftreten von Indels und off-target Effekten
geleistet werden, um mdgliche Risiken und eventuell ungewinschte Mutationen besser
abschéatzen zu kénnen. Zudem ist im therapeutischen Kontext zu bedenken, dass durch

das Einbringen des Prime Edit Komplex in vivo eine systemische Zellreaktion
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Diskussion

hervorgerufen werden kann und Antikdrper-Bildung sowie allergische Reaktionen auf-

treten konnten.

In dieser Arbeit wurden Indel-Raten und off-target Effekte nicht erfasst. Als weiterer
Schritt ware daher eine TIDE-Analyse (kurz fur Tracking of Indels by DEcomposition)
durchzufiihren, um den Anteil an Indels innerhalb der Ziel-DNA bestimmen zu kénnen.
Um off-target Effekte sicher detektieren zu kdnnen, wére auf3erdem eine Analyse des
veranderten Genoms durch Next Generation Sequencing (NGS) nétig.

Bisher wurde die Therapie von groRen Genen wie dem ABCA4- oder USH2A-Gen limi-
tiert durch die Ladekapazitat viraler Vektoren (siehe 1.3). Die Anwendung von Prime
Editing als Gentherapie kénnte durch die geringere Grof3e der Komponenten allerdings
Uber einen AAV-basierten Transfer erfolgen. Die SpCas9-Nickase als eine der Kompo-
nenten bendotigt eine Ladekapazitat von ca. 4 kb, sodass entweder die Nutzung von zwei
AAVs (dual AAV System) notwendig wére oder ein kleineres Cas9-Enzym wie beispiel-
weise CjCas9 verwendet werden misste. Bei letzterem wiirde somit vermutlich ein ein-
zelner AAV ausreichen (Kim et al. 2017). Da die Nutzung von AAV-basierten Genthera-
pien bereits gut erforscht ist, kdnnte sich nun auch eine Losung flr die kurative Therapie
grolRer Gene ergeben und die Lebensqualitat Betroffener zukinftig enorm verbessert

werden.
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5. Zusammenfassung

Morbus Stargardt ist eine seltene, autosomal-rezessive vererbbare Erkrankung der Ma-
kularegion, die durch verschiedene Mutationen im ABCA4-Gen verursacht wird. Die je-
weilige Mutation fiihrt zu einem friihzeitigen Translationsabbruch des ABCA4-Transport-
proteins, welches fur den Abtransport von Stoffwechselendprodukten essenziell ist. Die
Akkumulation dieser Abfallstoffe verursacht vor allem bei Zapfen-Zellen eine Degenera-
tion, welche bei den Betroffenen haufig bereits im Jugendalter zu einer progredienten

und starken Visusminderung fuhrt.

In dieser Arbeit wurde die Korrektur einer Insertionsmutation (¢.5918 5919insA) inner-
halb des porcinen ABCA4-Gens mithilfe des Prime Edit Systems, einem modifizierten
CRISPR-Cas System, versucht. Hierbei kam die 2. Generation des Prime Edit Systems
(PE2) sowie dessen 3. Generation (PE3/PE3b) zum Einsatz.

Flr das PE2-System wurden insgesamt 21 pegRNAs (ber das PrimeDesign Online-Tool
ausgewahlt und je in ein passendes Plasmid kloniert. Gemeinsam mit einem Plasmid,
welches ein fusioniertes Enzym aus Cas9-Nickase und Reverse Transkriptase enthalt
und einem in der Arbeitsgruppe hergestellten BRET-Sensorplasmid, welches die mu-
tierte Ziel-DNA enthélt, erfolgte eine Dreifach-Transfektion in HEK293T-Zellen.

Zur Generierung des PE3/3b-Systems wurden vier ngRNAs Uber selbiges Online-Tool
ausgewabhlt, in je ein weiteres Plasmid kloniert und dem Versuchsaufbau des PE2-Sys-
tems hinzugefugt, sodass eine Vierfach-Transfektion in HEK293T-Zellen erfolgte. Die
Auswertung und Quantifizierung des Reparaturerfolgs durch die pegRNAs innerhalb des
PE2- bzw. PE3/3b-Systems wurde jeweils mittels BRET-Assay durchgefuhrt.

Die Reparatureffizienz der pegRNAs konnte durch Verwendung des PE3/3b-Systems im
Vergleich zum PE2-System enorm gesteigert werden. Hier zeigte die Kombination aus
pegRNA 26 und ngRNA 4 mit 91,2 % den hochsten Reparaturerfolg von allen Prime
Editing Versuchsreihen. Die erzielten Ergebnisse indizieren, dass eine Korrektur der In-
sertionsmutation innerhalb des verwendeten BRET-Sensorplasmids mittels Prime Edi-
ting mdglich ist. Besonders durch Verwendung einer zusatzlichen ngRNAs (PE3/3b-Sys-

tem) konnte im BRET-Assay eine hohe Editierungseffizienz nachgewiesen werden.

Durch die flexible Gestaltung von pegRNAs sowie ngRNAs bietet Prime Editing bei na-
hezu jeder Mutation eine Korrekturmdglichkeit und ist anwendbar flr verschiedenste
Fragestellungen. Es zeigt grof3es Potenzial bei der Editierung grof3er Gene, welche nicht

mittels klassischer Gentherapie durch virale Vektoren korrigiert werden kénnen.
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6. Summary

Stargardt disease is a rare, autosomal recessive inherited disease of the macular re-
gion caused by several mutations in the ABCA4 gene. The respective mutation leads to
an early translational termination of the ABCA4 transport protein, which is essential for
the removal of metabolic end products. Accumulation of these waste products causes
degeneration, especially in cone cells, which often leads to progressive and severe vis-

ual loss in affected individuals already in adolescence.

In this thesis, correction of an insertional mutation (¢c.5918 5919insA) within the por-
cine ABCA4 gene was attempted using the Prime Edit system, a modified CRISPR-
Cas system. The 2nd generation of the Prime Edit System (PE2) and its 3rd generation
(PE3/PE3Db) were used. For the PE2 system, a total of 21 pegRNAs were selected via
the PrimeDesign online tool and each cloned into a suitable plasmid. Together with a
plasmid containing a fused enzyme of Cas9 nickase and reverse transcriptase and a
BRET sensor plasmid prepared in the research group containing the mutated target
DNA, a triple transfection into HEK293T cells was performed. To generate the PE3/3b
system, four ngRNAs were selected via the same online tool, cloned into one additional
plasmid each, and added to the experimental setup of the PE2 system, resulting in a
guadruple transfection into HEK293T cells. Evaluation and quantification of repair suc-
cess by the pegRNAs within the PE2 and PE3/3b systems, respectively, were each
performed by BRET assay.

The repair efficiency of the pegRNAs was enormously increased by using the PE3/3b
system compared with the PE2 system. Here, the combination of pegRNA 26 and
nNgRNA 4 showed the highest repair success of all prime editing experiments with
91.2%. The results obtained indicate that correction of the insertional mutation within
the BRET sensor plasmid used is possible by prime editing. Especially by using an ad-
ditional ngRNAs (PE3/3b system), high editing efficiency was demonstrated in the
BRET assay.

Due to the flexible design of pegRNAs as well as ngRNAs, prime editing offers a cor-
rection option for almost any mutation and is applicable for a wide variety of questions.
In particular, it shows great potential in the editing of large genes that cannot be cor-

rected by classical gene therapy using viral vectors.
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11. Anhang

Tabelle 11.1: ausgewahlte pegRNAs 7-27 und ngRNAs 1-4, jeweils in 5 ‘— 3‘ Rich-

tung.

Legende pegRNASs: Spacer — Scaffold — RT-Template — PBS

GCGGAGAGTGCTTTGGCCTCCGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTT
AAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG
GTGCTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACT

GCGGAGAGTGCTTTGGCCTCCGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTT
AAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG
GTGCTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACTC

GCGGAGAGTGCTTTGGCCTCCGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTT
AAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG
GTGCTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACTCT

10

GCGGAGAGTGCTTTGGCCTCCGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTT
AAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG
GTGCGTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACT

11

GCGGAGAGTGCTTTGGCCTCCGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTT
AAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG
GTGCGTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACTC

12

GCGGAGAGTGCTTTGGCCTCCGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTT
AAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG
GTGCGTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACTCT

13

GGAGAGTGCTTTGGCCTCCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTT
AAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG
GTGCTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCAC

14

GGAGAGTGCTTTGGCCTCCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTT
AAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG
GTGCTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACT

15

GGAGAGTGCTTTGGCCTCCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTT
AAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG
GTGCTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACTC

16

GGAGAGTGCTTTGGCCTCCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTT
AAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG
GTGCTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCAC

17

GGAGAGTGCTTTGGCCTCCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTT
AAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG
GTGCTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACT

18

GGAGAGTGCTTTGGCCTCCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTT
AAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG
GTGCTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACTC

19

GGAGAGTGCTTTGGCCTCCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTT
AAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG
GTGCTCCGTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCAC
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20

GGAGAGTGCTTTGGCCTCCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTT
AAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG
GTGCTCCGTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACT

21

GGAGAGTGCTTTGGCCTCCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTT
AAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG
GTGCTCCGTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACTC

22

GGAGAGTGCTTTGGCCTCCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTT
AAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG
GTGCGCTCCGTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCAC

23

GGAGAGTGCTTTGGCCTCCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTT
AAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG
GTGCGCTCCGTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACT

24

GGAGAGTGCTTTGGCCTCCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTT
AAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG
GTGCGCTCCGTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACTC

25

GGAGAGTGCTTTGGCCTCCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTT
AAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG
GTGCAGCTCCGTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCAC

26

GGAGAGTGCTTTGGCCTCCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTT
AAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG
GTGCAGCTCCGTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACT

27

GGAGAGTGCTTTGGCCTCCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTT
AAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG
GTGCAGCTCCGTTCACTCCCAGGAGGCCAAAGCACTC

GGCCAAAGCACTCTCCGGGCaaacGCCCGGAGAGTGCTTTGGCC

GCAGGAGGCCAAAGCACTCTCaaacGAGAGTGCTTTGGCCTCCTGC

GCAGCTCCGTTCACTCCCAGGaaacCCTGGGAGTGAACGGAGCTGC

GTGCCAGCTCCGTTCACTCCCaaacGGGAGTGAACGGAGCTGGCAC
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