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1 Einleitung

1.1 Aufbau der menschlichen Retina

Die Wand des menschlichen Auges weist eine Dreischichtung auf, wobei eine duflere
Augenhaut (Tunica fibrosa) mit Sclera und Cornea, eine mittlere Augenhaut (Tunica
vasculosa, Uvea) mit Iris, Corpus ciliare und Choroidea sowie eine innere Augenhaut, die
von der Retina représentiert wird, zu unterscheiden sind (Drenckhahn et al., 2004).

Die Retina lésst sich in eine ,,blinde* Pars caeca im Bereich von Iris und Corpus ciliare
sowie eine photorezeptive Pars optica im Bereich der Riick- und Seitenwéinde des Auges
gliedern, die an der Ora serrata ineinander ilibergehen. Wihrend die Pars caeca
histologisch ein zweischichtiges Epithel darstellt, ist im Bereich der Pars optica eine
Unterteilung in zehn Schichten mdoglich. Von auflen nach innen sind dies: Das
Pigmentepithel, die AuBlen- und Innensegmente der Photorezeptoren, die dulere
Grenzschicht, die duBlere Kornerschicht, die duflere plexiforme Schicht, die innere
Kornerschicht, die innere plexiforme Schicht, die Ganglienzellschicht, die
Nervenfaserschicht sowie die innere Grenzschicht. Abweichungen von diesem Schema
finden sich im Bereich der Sehnervenpapille, die nur Nervenfasern enthélt, sowie im
Bereich der Fovea centralis, die ausschlieBlich Zapfen enthélt und in der alle weiter innen
liegenden Retinaschichten an den Rand gedringt sind (Drenckhahn et al., 2004).

In Bezug auf die Photorezeptoren lassen sich diese in Stdbchen und Zapfen unterscheiden.
Die im Verhéltnis 25 : 1 haufigeren Stiabchen dienen dem Sehen bei Ddmmerung
(skotopisch), wihrend die Zapfen dem Sehen am Tage sowie dem Farbensehen dienen
(photopisch). Die Haufigkeit der einzelnen Rezeptortypen variiert je nach Netzhautareal.
Die Photorezeptoren erstrecken sich iiber drei Schichten: Die Schicht der Aulen- und
Innensegmente, die duflere Grenzschicht sowie die dullere Kornerschicht, in welcher ihre
Perikaryen zu liegen kommen. Das lichtempfindliche AuBensegment sowie das
Innensegment sind tiber ein kurzes Cilium verbunden (Drenckhahn et al., 2004).

Die innere Kornerzellschicht beherbergt die Zellkorper der Bipolar-, Horizontal-,
Amakrin-, Miiller- sowie interplexiforme Zellen. In den plexiformen Schichten finden
sich die synaptischen Kontakte zwischen den Zellen (Drenckhahn et al., 2004).
Hinsichtlich des Informationsflusses stellen die Photorezeptoren das erste Neuron der
Sehbahn dar und werden auf das zweite Neuron, die Bipolarzelle, verschaltet. Diese
wiederum bilden Synapsen mit dem dritten Neuron, der Ganglienzelle. Die Axone der
Ganglienzelle verlaufen in der Nervenfaserschicht und projizieren iiber den Sehnerven

schlieBlich in das Corpus geniculatum laterale des Zwischenhirns. Querverschaltungen
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innerhalb der Retina erfolgen iiber die Horizontal-, Amakrin- und interplexiformen Zellen

(Drenckhahn et al., 2004).

1.2 Erbliche Netzhautdystrophien

Erbliche Netzhautdystrophien sind eine groe Gruppe von Netzhauterkrankungen mit
neurodegenerativem Charakter, die zu einer Verschlechterung des Sehvermdgens bis hin
zur Blindheit fiihren. Es besteht eine starke Heterogenitét der zugrundeliegenden gene-
tischen Ursachen mit bekannten ursdchlichen Mutationen in iiber 280 Genen. Mogliche
Modi der Vererbung sind hierbei je nach Krankheitsentitit autosomal-dominant oder
-rezessiv, X-chromosomal sowie mitochondrial (Benati et al., 2020; Ziccardi et al., 2019).
Eine starke Heterogenitét besteht auch im Hinblick auf die klinische Présentation mit
Unterschieden unter anderem in Bezug auf die Schwere und Progressionsgeschwindigkeit
der Erkrankungen sowie das Lebensalter, in welchem die ersten Symptome auftreten.
Diese Variabilitit besteht hierbei nicht nur zwischen den einzelnen erblichen
Netzhautdystrophien, sondern auch zwischen Patienten, die an der gleichen Dystrophie
leiden (Ziccardi et al., 2019).

Mogliche Klassifikationsschemata beziehen sich unter anderem auf den in erster Linie
betroffenen Zelltyp wie zum Beispiel Stibchen, Zapfen, das retinale Pigmentepithel oder
Zellen der inneren Netzhautschichten. Des Weiteren besteht die Moglichkeit der
Unterscheidung von Makulo- und Retinopathien in Abhdngigkeit davon, ob zentrale oder
periphere Netzhautanteile betroffen sind. Vertreter der erblichen Netzhautdystrophien
sind unter anderem die Leber’sche kongenitale Amaurose, die Choroideremie, das Usher-
Syndrom, der Morbus Stargardt, die Achromatopsie, die X-chromosomale Retinoschisis

sowie die Retinitis pigmentosa (Ziccardi et al., 2019).

1.2.1 X-chromosomale Retinitis pigmentosa

Die haufigste zur Erblindung fithrende erbliche Netzhautdystrophie ist die Retinitis
pigmentosa (RP) mit einer geschétzten globalen Prévalenz von 1 : 4000. Typischerweise
kommt es initial zu einer Affektion der Stibchen mit spaterer Beteiligung der Zapfen. Die
Patienten présentieren sich klinisch mit Nachtblindheit, zunehmender Einengung des
Blickfeldes und einer allméhlich auftretenden Reduktion der Sehschirfe. Typische
Befunde in der Fundoskopie sind ,knochenkdrperchen“-artige bis teppichartige
Pigmentierungen, wichserne Blédsse des Sehnervenkopfes sowie eine Engstellung der

retinalen Arterien (Zhang, 2016).



Die Vererbung kann autosomal-rezessiv oder -dominant, X-chromosomal, oligogen oder
mitochondrial erfolgen. Die X-chromosomale RP betrifft vor allem ménnliche Personen,
zeigt einen besonders schweren Verlauf und liegt in 10-20 % aller RP-Félle vor (Cehajic
Kapetanovic et al., 2019). Ursdchlich sind in mehr als 70 % der Fille Mutationen des
Retinitis pigmentosa GTPase regulator (RPGR)-Gens. Seltener finden sich Mutationen
im retinitis pigmentosa 2 (RP2)- und retinitis pigmentosa 23 (RP23)-Gen (Cehajic
Kapetanovic et al., 2019).

Bedingt durch alternatives Spleifien existieren verschiedene RPGR-Isoformen, von denen
RPGR-Ex 1-19 und RPGR-ORF15 in der Retina nachgewiesen werden konnten (Cehajic
Kapetanovic et al., 2019; Zhang et al., 2019). Insbesondere RPGR-ORF15 scheint fiir das
Uberleben und die Funktion von Photorezeptoren bedeutsam zu sein (Cehajic
Kapetanovic et al., 2019). Das RPGR-Protein ist in der Retina im Bereich des Ziliums
lokalisiert, welches Innen- und AuBlensegmente der Photorezeptoren verbindet und wurde
funktionell mit der Organisation von Mikrotubuli, der Regulation des Transports in
priméren Zilien und der Stabilitit von Aktin in Verbindung gebracht (Zhang et al., 2019).
So konnten Mutationen von RPGR-ORF15 mit Anomalien des Proteintransports im
Bereich des verbindenden Ziliums in Zusammenhang gebracht werden, die
schlussendlich den Untergang von Photorezeptoren bedingen konnen (Cehajic
Kapetanovic et al.,, 2019). Der GrofBiteil der RPGR-ORFI15-Mutationen konnte im
terminalen ORF15-Exon lokalisiert werden, welches einen Hotspot fiir Mutationen
darstellt (Vervoort et al., 2000; Vervoort & Wright, 2002)

Es existieren zum gegenwartigen Zeitpunkt keine zugelassenen Therapieoptionen zur
kausalen Behandlung von durch Mutationen im RPGR-Gen bedingten RP-Formen
(Cehajic Kapetanovic et al., 2019).

1.3 Gentherapie und Genome editing

Auf Gentherapie und Genome editing basierende Therapiestrategien stellen Ansétze zur
Behandlung von erblichen Netzhautdystrophien sowie weiterer monogener
Erkrankungen dar (Yanik et al., 2016; Ziccardi et al., 2019). So werden beispielsweise
bereits seit Méarz 2017 klinische Studien durchgefiihrt, welche die Sicherheit und den
Erfolg einer Genersatztherapie zur Behandlung von X-chromosomaler Retinitis
pigmentosa ausgelost durch RPGR-ORF15-Mutationen evaluieren sollen (Cehajic
Kapetanovic et al., 2019).

Je nach zugrundeliegender Mutation sind im Rahmen der ,klassischen* Gentherapie
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unterschiedliche Ansétze zu wihlen: Bei Vorliegen einer Loss of function-Mutation sind
beispielsweise Strategien basierend auf der Genersatztherapie erfolgversprechend.
Hierbei wird eine korrekte Kopie des betroffenen Gens in die Zielzellen liber zum
Beispiel virale Vektoren eingebracht, sodass es zu einer Expression des korrekten Proteins
kommt (Miihlfriedel et al., 2017; Ziccardi et al., 2019). Als Beispiel sei hierbei
Voretigen-Neparvovec genannt, welches zur Therapie der durch RPE65-Mangel
ausgelosten Leber’schen kongenitalen Amaurose dient und als erstes gentherapeutisches
Agens erfolgreich in einer randomisierten Phase I1I-Studie getestet wurde (Russell et al.,
2017). Unter dem Handelsnamen Luxturna erfolgte eine Zulassung im Dezember 2017
durch die FDA und im November 2018 durch die Europédische Kommission (Keeler &
Flotte, 2019). Gain of function-Mutationen kdnnten demgegeniiber unter anderem durch
Methoden des Gene Silencing therapiert werden. Hierbei wird beispielsweise versucht,
die Expression des mutierten Proteins mit seinen toxischen Wirkungen durch ,.knock-
down® der entsprechenden mRNA mittels RNA-Interferenz zu erreichen (Cox et al.,
2015; Ziccardi et al., 2019). Ein weiterer Ansatz ist die Verhinderung von fehlerhaftem
Spleilen durch den Einsatz von Antisense-Oligonukleotiden (Ziccardi et al., 2019).

Eine andere Strategie wird im Rahmen des Genome editing mit der Korrektur pathogener
Mutationen im Genom verfolgt. Es wird also der Versuch unternommen, eine tatséchliche
Heilung erblicher Erkrankungen in den Zielzellen herbeizufiihren (Benati et al., 2020).
Sowohl Loss of function- als auch Gain of function-Mutationen kdnnten mit Hilfe
Genome editing-basierter Ansétze therapiert werden (Ziccardi et al., 2019). Ein Vorteil
des Genome editing gegeniiber den oben vorgestellten Ansdtzen der ,klassischen*
Gentherapie ist unter anderem die Moglichkeit einer permanenten Korrektur der
krankheitsverursachenden Mutation. Im Gegensatz dazu ist die Expression des korrekten
Proteins im Rahmen der Genersatztherapie zeitlich limitiert. Ein weiterer Vorteil ist die
Tatsache, dass das durch Genome editing korrigierte Gen im Genom der Zelle unter der
Kontrolle der zelleigenen regulatorischen Sequenzen, also Promotoren und
Polyadenylierungssignale, steht. Der Zelle wird dadurch die Moglichkeit gegeben, die
Expression des korrigierten Gens bedarfsgerecht zu regulieren und so die fiir ihr
Funktionieren optimale Menge des korrekten Proteins zu produzieren. Die
regulatorischen Sequenzen der kiinstlich geschaffenen Expressionssysteme, die im
Rahmen der Genersatztherapie die Expression des zu ersetzenden Gens steuern, sind
hierzu eher nicht in der Lage. Ein zusétzlicher Aspekt ist die Moglichkeit einer negativen

Beeinflussung der Funktion und Produktion des im Rahmen der Genersatztherapie
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exprimierten korrekten Proteins durch ein missense-mutiertes Protein, welches ohne eine
Korrektur des mutierten Gens im Genom durch Genome editing, weiterhin exprimiert
wird (Yanik et al., 2016; Ziccardi et al., 2019) Im Hinblick auf Gain of function-
Mutationen ist ein ,.knock-down* von Proteinen mittels RNA-Interferenz nicht immer
vollstdndig moglich. Ein weiteres Problem ist die mogliche geringe Spezifitit der RNA-
Interferenz, welche in Bezug auf Sicherheitsaspekte und Effektivitit von
Therapiestrategien nachteilig sein kann. Eine spezifische Inaktivierung oder Korrektur
des mutierten Gens auf genomischer Ebene mittels Genome editing-basierter Ansitze
bietet hier eine mdgliche Alternative (Cox et al., 2015).

Eine hiufig angewendete Strategie zur Durchfiihrung des Genome editings beruht auf der
Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen (DSBs) an den zu editierenden genomischen
Loci mittels programmierbarer und somit sequenzspezifischer Endonukleasen. Als Bei-
spiele sind hierbei Meganukleasen, Zinkfinger-Nukleasen, Transcription activator-like
effector nucleases (TALENSs) sowie das CRISPR/Cas-System zu nennen. Das eigentliche
Editieren des Genoms erfolgt dann durch die darauthin stattfindenden zelleigenen Pro-
zesse zur DSB-Reparatur wie Nonhomologous end joining (NHEJ), Homology-directed
repair (HDR) und Microhomology-mediated end joining (MMEJ) (Yanik et al., 2016).

1.3.1 Das CRISPR/Cas-System

Die Anwendung des Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats/CRISPR associated genes (CRISPR/Cas)-Systems stellt eine effiziente und
vielseitig anwendbare Moglichkeit zur Erzeugung von DSBs zum Zwecke des Genome
editing dar (Benati et al., 2020). Bei herkémmlichen im Rahmen des Genome editing
verwendeten Endonukleasen wie Zinkfinger-Nukleasen und TALENs erfolgt die
Erkennung der DNA-Zielsequenz durch Protein-DNA-Interaktionen, sodass fiir die
Editierung verschiedener Loci unterschiedlich designte Endonukleaseproteine notwendig
sind. Cas9, eine im Rahmen des Genome editing mit dem CRISPR/Cas-System
eingesetzte Endonuklease, wird demgegeniiber durch RNA-DNA-Hybridisierung mittels
einer guide RNA (gRNA) zu ihrer Zielsequenz dirigiert. Dadurch ist die Editierung
unterschiedlicher Loci durch simple Verwendung verschiedener gRNAs moglich. Eine
weitere Voraussetzung ist hierbei, dass downstream der von der gRNA erkannten Sequenz
ein kurzes sogenanntes protospacer adjacent motif (PAM) vorhanden sein muss, welches
vom Cas-Protein selbst via Protein-DNA-Wechselwirkung erkannt wird (Barman et al.,

2020; Wilkinson et al., 2019).



Natiirlicherweise stellt das CRISPR/Cas-System einen adaptiven Abwehrmechanismus
von Prokaryoten gegen eindringende Fremd-DNA beispielsweise durch Bakteriophagen
dar. Es lassen sich hierbei zwei Klassen von CRISPR/Cas-Systemen mit sechs Typen und
27 Subtypen unterscheiden. Die Endonuklease Cas9 gehort hierbei dem in Bakterien
vorkommenden Typ II CRISPR/Cas-System an. Die adaptive Immunitét der Prokaryoten
gegen die Fremd-DNA wird im Rahmen des CRISPR/Cas9-Systems durch mehrere
Schritte erreicht: Zunédchst werden die als Fremd-DNA identifizierten und als Protospacer
bezeichneten Abschnitte der Fremd-DNA als sogenannter Spacer zwischen repetitiven
Sequenzen im CRISPR-Locus des Bakteriums eingebaut. Diese Spacer sind die
Grundlage des bakteriellen immunologischen Gedéchtnisses. Der CRISPR-Locus kann
dann transkribiert werden, wobei precursor CRISPR-RNA (pre-crRNA) entsteht. Diese
kann nach weiterer Prozessierung als reife crRNA unter Vermittlung einer weiteren RNA-
Form, der trans-activating crRNA (tracrRNA), einen Komplex mit dem Cas9-Protein
bilden. Bei einer erneuten Bedrohung durch eindringende Fremd-DNA erkennt das Cas9-
Protein zunéchst das in den Fremdsequenzen vorhandene PAM. Wenn im Anschluss daran
die mit dem Cas9-Protein assoziierte crRNA den etwa 20 Nukleotide (nt) langen,
upstream des PAM gelegenen Protospacer erkennt, wird ein DSB mit glatten Enden 3 nt
upstream des PAM induziert (siehe Abbildung 1.1) (Barman et al., 2020; Wilkinson et al.,
2019). Jinek et. al konnten zeigen, dass auch ein einzelnes Transkript, genannt single
guide RNA (sgRNA), bestehend aus der zusammengefassten crRNA und tracrRNA
hinreichend ist, um mittels Cas9 sequenzspezifische DSBs zu erzeugen und vereinfachten
so die Nutzung des CRISPR/Cas9-Systems als vielseitiges und einfach anzuwendendes
Werkzeug im Rahmen des Genome editing (Jinek et al., 2012; Wilkinson et al., 2019).
Wird in der vorliegenden Arbeit die Bezeichnung guide RNA (gRNA) verwendet, so ist
hiermit eine solche zusammengefasste sgRNA gemeint. Die fiir die DSB-Induktion
notwendige Sequenz des PAM variiert zwischen den Cas9-Proteinen aus verschiedenen
Bakterienspezies (Fonfara et al., 2014). Des Weiteren existieren Ansétze, die PAM-
Spezifitdt durch Verdnderung der Struktur der Cas9-Proteine zu modulieren (Ribeiro et
al., 2018; Wilkinson et al., 2019).

Eine weitere bedeutsame Charakteristik des CRISPR/Cas9-Systems ist die Moglichkeit
des multiplexed Genome editing, bei welchem durch gleichzeitige Verwendung von
mehreren verschiedenen gRNAs DSBs an unterschiedlichen Stellen des Genoms einer
Zelle induziert und diese somit editiert werden konnen (Le Cong et al., 2013).

Ein problematischer Aspekt des Genome editing mit dem CRISPR/Cas9-System ist das
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mogliche Auftreten einer sogenannten off target-Aktivitit, also der unspezifischen
Induktion von DSBs an Stellen des Genoms, an welchen dies nicht intendiert ist.
Ursédchlich hierfiir ist die Existenz einer gewissen Toleranz des Cas9-Proteins fiir
Fehlpaarungen zwischen der gRNA und der genomischen DNA. Zur Losung dieses
Problems existieren verschiedene Ansétze zur Erh6hung der Cas9-Spezifitdt und somit

zur Reduktion der off target-Aktivitidt (Barman et al., 2020; Ribeiro et al., 2018).

PAM

Ziel-Sequenz

DNA

Cas9

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der DSB-Induktion durch Cas9

1.4 Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen im Kontext des Genome editing
Aufgrund der Bedeutsamkeit der zelleigenen DSB-Reparatur-Mechanismen im Rahmen
des Genome editing (Yanik et al., 2016) soll im Folgenden kurz auf die drei
Reparaturmechanismen NHEJ, HDR und MMEJ eingegangen werden.

1.4.1 Gemeinsamer Beginn der Reparaturmechanismen

Nach Entstehung eines DSB kommt es zur Rekrutierung des Ku70-Ku80-Heterodimers
sowie des MRN-Komplexes bestehend aus Mrell, Rad50 und Nbs1 zu den DNA-Enden
(siche Abbildung 1.2 A) (Ma et al., 2020; Tisi et al., 2020). Darauf folgt eine Aktivierung
der Proteinkinasen DNA-PKc durch das Ku-Heterodimer und ATM durch den MRN-
Komplex. Die Proteinkinase ATR/ATRIP wird zu RPA-bedeckter einzelstringiger DNA
rekrutiert und aktiviert. Diese Kinasen konnen dann durch Phosphorylierung weiterer
Proteine die Reparatur des DSB stimulieren und weitere Reaktionen der Zelle auf den
DNA-Schaden wie beispielsweise einen Zellzyklusarrest oder die Apoptose auslosen
(Blackford & Jackson, 2017; Ma et al., 2020). Unter anderem werden im Zuge der
Reaktionsfolge im Rahmen der DSB-Reparatur, welche auch die Phosphorylierung und



Ubiquitinylierung von Histonproteinen beinhaltet, die Proteine BRCA1 und 53BP1 an
die Stelle des DSB rekrutiert und aktiviert. Wiahrend BRCA1 eine HDR-vermittelte
Reparatur des DSB fordert, wird die Reparatur via NHEJ durch 53BP1 stimuliert. BRCA 1

und 53BP1 stehen hierbei in Konkurrenz zueinander (Blackford & Jackson, 2017; Scully
etal., 2019).
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Abbildung 1.2: Ablauf der DSB-Reparatur. Zur Erlduterung siehe Text. BLM: Bloom-
Syndrom-Protein (RecQ2), CtIP: CtBP(C-terminal binding protein 1)-interacting protein,
DNA-PKc: DNA-dependent protein kinase catalytic subunit, DNA2: DNA replication
ATP-dependent helicase/nuclease DNA2, EXO1: Exonuclease 1, Ku: Heterodimeres
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Protein aus Ku70 und Ku80 (beteiligt an NHEJ), Lig.1: DNA-Ligase 1, Lig.3: DNA-
Ligase 3, Lig.4: DNA-Ligase 4, MRN-Komplex: Mrel1-Rad50-Nbs1-Komplex (beteiligt
an DNA-Resektion im Rahmen von HDR und MMEJ), P: Phosphatrest, PARP-1:
Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1, Pol: DNA-Polymerase, Pol 6: DNA-Polymerase delta,
Pol &: DNA-Polymerase epsilon , Pol 0: DNA-Polymerase theta, Rad51: Rad51-
Rekombinase, RPA: Replication Protein A, WRN: Werner syndrome ATP-dependent
helicase, XLF: XRCC4-like factor (Non-homologous end-joining factor 1), XRCC1: X-
ray repair cross-complementing protein 1, XRCC4: X-ray repair cross-complementing

protein 4

Wie bereits oben angedeutet, konkurrieren die einzelnen Reparaturmechanismen um die
zu reparierenden DSBs (Bischoff et al., 2020; Scully et al., 2019). Die Entscheidung,
welcher Mechanismus letztlich zur Reparatur verwendet wird, ist unter anderem von
Faktoren wie der Zellzyklusphase, der Struktur der DSB-Enden und der Chromatin-
Struktur in der Umgebung des DSB abhingig (Scully et al., 2019). Ein wesentlicher
Schritt im Rahmen der Regulation ist hierbei das zellzyklusphasenabhédngige Auftreten
nukleolytischer Resektionsprozesse im Bereich des DSB an denen unter anderem der
MRN-Komplex mit der Unterstiitzung von CtIP beteiligt ist (siche Abbildung 1.2 B).
Hierbei kommt es neben der Verdrangung des fiir NHEJ notwendigen Ku-Heterodimers
von den DSB-Enden zur Ausbildung von 3¢-Einzelstrang-Uberhiingen als Voraussetzung

fiir HDR und MMEJ (Bischoff et al., 2020; Scully et al., 2019).

1.4.2 Nonhomologous end joining (NHEJ)

Im Zuge der NHEJ-vermittelten DSB-Reparatur bildet das Ku-Heterodimer zusammen
mit den DNA-PKcs an den DNA-Enden das DNA-PK-Holoenzym. Es kommt zur
Autophosphorylierung des DNA-PK-Holoenzyms (sieche Abbildung 1.2 C) und infolge
dessen zu einer Rekrutierung und Aktivierung weiterer NHEJ-Faktoren wie XRCCH4,
XLF und der DNA-Ligase 4 (Lig.4) (siche Abbildung 1.2 D) (Chaplin & Blundell, 2020).
DNA-Enden, die sich fiir eine direkte Ligation nicht eignen, werden durch Faktoren wie
die Nuklease Artemis oder Polymerasen wie Pol p und Pol A prozessiert (Nick McElhinny
et al., 2005). Die endgiiltige Ligation der DSB-Enden erfolgt durch Lig.4 im Komplex
mit XRCC4 (siehe Abbildung 1.2 E) (Chaplin & Blundell, 2020).

NHE]J ist der vorherrschende DSB-Reparaturprozess in Sdugetierzellen (Scully et al.,
2019), welcher in allen Phasen des Zellzyklus mit Bevorzugung der G1- und G2-Phase
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stattfindet und zu einer schnellen Wiedervereinigung der DSB-Enden fiihrt (Chaplin &
Blundell, 2020). Die Reparatur mittels NHEJ wird dabei als eher fehleranfilliger Prozess
angesehen, da es an der Stelle der Wiedervereinigung zu Insertionen und Deletionen
(Indels) sowie Substitutionen kommen kann (Benati et al., 2020; Yanik et al., 2016).
Anzumerken ist hierbei, dass einige Autoren wie Bétemier und Kollegen gegen eine
intrinsische Fehlerhaftigkeit des NHEJ-Mechanismus argumentieren. Die zustande
kommenden Fehler seien im Wesentlichen durch die Struktur der zu vereinenden DSB-
Enden vorgegeben (Bétermier et al., 2014). Interessanterweise scheinen jedoch gerade
durch CRIPSR/Cas9-induzierte DSBs hiufig fehlerhaft unter Ausbildung von Indels
repariert zu werden (Brinkman et al., 2018). Auf die Induktion eines DSB folgendes
NHEJ kann zum ,,knock-out” (KO) von Genen verwendet werden (sieche Abbildung 1.3),
da die Indel-Bildung zu einer Frameshift-Mutation des codierenden Genbereiches fiithren
kann (Danner et al., 2017). Nutzbar gemacht werden kann dies beispielsweise zur
Therapie dominanter Gain of function-Mutationen mit nachfolgendem Ersatz des
Wildtyp-Gens durch Genersatztherapie (Benati et al., 2020). Des Weiteren konnen auch
groflere Abschnitte des Genoms deletiert werden, indem simultan zwei DSBs im Genom
erzeugt werden und die dazwischenliegende Sequenz verloren geht (Canver et al., 2017).
Es existieren jedoch auch Ansitze wie homology-independent targeted integration (HITT)
(Suzuki et al., 2016), CRISPR-assisted insertion tagging (CRISPaint) (Schmid-Burgk et
al., 2016) oder versatile NHEJ-based knock-in module for genome editing (VIKING)
(Sawatsubashi et al., 2018), die auf eine NHEJ-vermittelte Integration von exogenen

DNA-Sequenzen in das Genom abzielen.

1.4.3 Homology-directed repair (HDR)

Zur Erzeugung der fiir die HDR-vermittelte DSB-Reparatur notwendigen 3°-
Einzelstrang-Uberhénge induziert der MRN-Komplex unter Mithilfe von CtIP zunichst
einen Einzelstrangbruch in dem DNA-Strang, welcher am DSB ein freies 5°-Ende
aufweist. Ausgehend von diesem Einzelstrangbruch wird dann durch die 3°-5°‘-
Exonuklease-Aktivitit von Mrell der Einzelstrang in Richtung des DSBs abgebaut,
wodurch zundchst ein kurzer 3‘-Einzelstrang-Uberhang entsteht. Eine weitere
Verlingerung des 3‘-Einzelstrang-Uberhangs wird durch den weiteren Abbau des 5°-
Einzelstrangs in 5°-3‘-Richtung, also vom DSB weg, durch die Nukleasen EXO1 oder
DNAZ2 zusammen mit den Helikasen BLM oder WRN erreicht (sieche Abbildung 1.2 F)
(Ranjha et al., 2018). Die entstehenden 3°-Einzelstrang-Uberhiinge werden zunichst
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durch RPA gebunden (siehe Abbildung 1.2 G), welches im weiteren Verlauf durch die
Wirkung von Rekombinations-Mediatoren wie BRCA2 gegen die Rekombinase Rad51
ausgetauscht wird (sieche Abbildung 1.2 H). Unter Vermittlung von Rad51 kommt es zur
Basenpaarung des 3‘-Einzelstrang-Uberhangs mit homologen Sequenzen, welche als
Template fiir die Verldngerung des 3°-Einzelstrangs durch DNA-Polymerasen wie Pol 6
oder Pol ¢ dienen (sieche Abbildung 1.2 I) (Ranjha et al., 2018; Scully et al., 2019). In
einer als synthesis-dependend strand annealing (SDSA) bezeichneten Unterform von
HDR kommt es zu einer Losung des auf diese Weise verlangerten 3°-Einzelstrangs vom
Template und dessen Anlagerung an den 3‘-Uberhang auf der anderen Seite des DSB
(siche Abbildung 1.2 J). Das SchlieBen der noch vorhandenen Liicken in den
Einzelstringen durch weitere DNA-Synthese (siehe Abbildung 1.2 K) und die Ligation
der noch vorhandenen Einzelstrangbriiche (sieche Abbildung 1.2 L) vollenden den
Reparaturprozess (Ranjha et al., 2018). Die fiir diesen Ligationsprozess verantwortliche
Ligase konnte noch nicht eindeutig identifiziert werden (Sallmyr et al., 2020). Eine 2005
von Goetz und Kollegen publizierte Arbeit 1dsst allerdings die DNA-Ligase 1 (Lig.1) als
wahrscheinlichen Kandidaten erscheinen (Goetz et al., 2005).

HDR ist im Wesentlichen wahrend der S- und G2-Phase des Zellzyklus aktiv und ein
praziser DSB-Reparaturprozess, da er zur Umgebung des DSB homologe Sequenzen als
Template fiir die Reparatur verwendet. Nach dem Durchlaufen der S-Phase dient dabei
natiirlicherweise das Schwesterchromatid als korrektes Template (Bischoff et al., 2020).
Dieses Template kann jedoch auch eine exogene homologe Doppel- oder Einzelstrang-
DNA-Sequenz sein, die im Rahmen des Genome editing in die Zelle eingebracht wird
(siche Abbildung 1.3), und dann beispielsweise zu einer HDR-vermittelten
Wiederherstellung der Wildtypsequenz eines Gens fiihrt (Benati et al., 2020).
Gegenwirtig werden HDR-basierte Ansdtze am hédufigsten zum gezielten ,.knock-in“
exogener Sequenzen eingesetzt. In den meisten eukaryotischen Zellen ist hierbei jedoch
die geringe HDR-Effizienz ein limitierender Faktor (Bischoff et al., 2020). Die Effizienz
von HDR-vermitteltem Genome editing ist des Weiteren abhéngig von der Stelle im
Genom, welche editiert werden soll, der Art des Templates (zirkulér vs. linear, einzel- vs.
doppelstrangig), der GroBe der zu editierenden Sequenz sowie der Lédnge der
angrenzenden homologen Sequenzen. So wird fiir grole Sequenzverdanderungen >100 bp
bei Verwendung eines Plasmid-Templates eine Gesamtlinge der angrenzenden
homologen Sequenzen von mindestens 1000 — 2000 bp empfohlen (Yanik et al., 2016).

Paix et al. konnten zeigen, dass ein effizientes HDR- bzw. SDSA-vermitteltes Genome

11



editing in Sdugetierzellen unter Verwendung linearer Templates auch mit relativ kurzen
homologen Sequenzen von nur 35 bp Linge moglich ist. Es gelang in diesem
Zusammenhang der effiziente ,,knock-in“ von Sequenzen bis zu 1000 bp Linge (Paix et

al., 2017).

GOI

1 DSB-Induktion

l 5-25nt l 5-25nt l’

! ! ! !

Integration eines Exogenes DNA-
exogenen DNA- 1 Fragment dient als
Deletionen und/oder Insertionen Fragments Template fiir Synthese
(Indels) mit moéglichem KO
Knock-In Knock-In
NHEJ MMEJ HDR

Abbildung 1.3: Ubersicht iiber die Nutzung der verschiedenen DSB-
Reparaturmechanismen im Rahmen des Genome editing. Die Linge der verwendeten,
zueinander homologen Sequenzen (orange) betrdgt bei Verwendung von MMEJ
5 - 25 bp. Die fir HDR-vermitteltes Genome editing notwendigen homologen Sequenzen
sind generell lianger, wobei die Lange u.a. von der Ausdehnung der zu editierenden
Sequenz und der Art des verwendeten Templates abhidngt. GOI: Gene of interest, rot:

zufillige Insertionen, griin: zu integrierende Sequenz.

1.44 Microhomology-mediated end joining (MMEJ)

MMEJ gehort zur Gruppe der alternative end joining (a-EJ)-Mechanismen (Seol et al.,
2018). Ebenso wie HDR ist auch MMEJ von dem Vorliegen von 3°‘-
Einzelstrangiiberhdngen abhingig. Die Vereinigung der DSB-Enden wird durch das
Aneinanderlagern von auf den 3‘-Uberhéingen befindlichen und zueinander homologen
Sequenzen (griine Balken in Abbildung 1.2) auf beiden Seiten des DSB erreicht. Die
Liange dieser, als Mikrohomologien (MHs) bezeichneten, homologen Sequenzen wird fiir
MME]J hiufig mit 5 — 25 nt angegeben. Teilweise werden jedoch auch MH-Léngen von
2 -20 nt genannt (Sallmyr & Tomkinson, 2018; Yanik et al., 2016). Fiir homologe
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Sequenzen mit einer Lidnge von > 25 nt wird demgegeniiber die Beteiligung an einem von
MMEIJ verschiedenen, Rad52-abhidngigen Reparaturmechanismus namens single-strand
annealing (SSA) angenommen (Sallmyr & Tomkinson, 2018). Unterstiitzt wird das
Aneinanderlagern der homologen Sequenzen im Rahmen von MMEJ unter anderem
durch PARP-1 (Audebert et al., 2004), den MRN-Komplex und die DNA-Polymerase
Pol 9 (sieche Abbildung 1.2 M) (Sallmyr & Tomkinson, 2018). Im Anschluss daran findet
die Entfernung der beim Aneinanderlagern der homologen Sequenzen entstandenen 3°-
Uberhiinge und ein Auffiillen der entstandenen Liicken durch Pol 0 statt (siche Abbildung
1.2 N) (Sallmyr & Tomkinson, 2018). Zum Abschluss der MMEJ-vermittelten DSB-
Reparatur erfolgt die Ligation der DNA-Enden (siche Abbildung 1.2 O), welche im
Wesentlichen durch die DNA-Ligase 3 (Lig.3) im Komplex mit XRCC1 katalysiert wird.
XRCCI1 scheint jedoch fiir die a-EJ-vermittelte Reparatur chromosomaler DSBs
verzichtbar zu sein (Boboila et al., 2012). Fiir die Lig.1 wurde dabei teilweise eine
Backup-Funktion bei Ausfall der Lig.3 zumindest bei der Bildung chromosomaler
Translokationen angenommen (Liang et al., 2008; Simsek, Brunet et al., 2011). Liang et
al. und Lu et al. konnten zudem eine Abhangigkeit des relativen Anteils von Lig.1 und
Lig.3 an der Ligation von der Lange der fiir die Vereinigung der DSB-Enden verwendeten
MHs beobachten (Liang et al., 2008; Lu et al., 2016). Dementsprechend wurde auch eine
Beteiligung von Lig.l1 und Lig.3 an unterschiedlichen Unterformen des MMEIJ-
Mechanismus vorgeschlagen. Unterstiitzt wird diese Hypothese durch die
Unterschiedlichkeit der Proteine mit denen Lig.1 und Lig.3 interagieren (Liang et al.,
2008). Auf Grundlage ihrer Beobachtung, dass bei der Bildung chromosomaler
Translokationen die Beteiligung der Lig.3 bei der Existenz vorbestehenden MHs und die
Beteiligung der Lig.1 beim Fehlen vorbestehender MHs zu dominieren scheint, schlagen
auch Simsek et al. die Beteiligung von Lig.1 und Lig.3 an unterschiedlichen
Mechanismen vor (Simsek, Brunet et al., 2011). Paul und Kollegen argumentieren des
Weiteren fiir eine Spezies-abhidngige Beteiligung von Lig.1 und Lig.3 an der a-EJ-
vermittelten DSB-Reparatur (Paul et al., 2013).

MME]J ist ebenso wie HDR in der S- und G2-Phase des Zellzyklus aktiv (Sallmyr &
Tomkinson, 2018), kann jedoch auch in der G1-Phase auftreten (Xiong et al., 2015). Die
zwischen den MHs liegenden DNA-Abschnitte gehen bei der MMEJ-vermittelten
Reparatur verloren. Zudem konnen Insertionen und chromosomale Translokationen durch
MMEIJ auftreten. MMEJ gilt daher als ein mutagener DSB-Reparaturmechanismus
(Sallmyr & Tomkinson, 2018; Seol et al., 2018). MMEJ-bedingte Deletionen konnen auch
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einen Anteil am KO von Genen nach DSB-Induktion haben (Sakuma et al., 2016).
Gleichwohl existieren auch Strategien fiir eine MMEJ-vermittelte Integration exogener
Sequenzen in das Genom (siche Abbildung 1.3) wie zum Beispiel das
Precise Integration into Target Chromosome (PITCh)-System. Die zu integrierende
Sequenz wird hierbei von kurzen Sequenzen flankiert, welche homolog zu Sequenzen in
der direkten Umgebung des im Genom der Zelle induzierten DSB sind, was einen MMEJ-
vermittelten ,,knock-in*“ ermoglicht (Nakade et al., 2014; Sakuma et al., 2016). Ebenso
wurde in der AG Stieger ein Assay entwickelt, welches auf der MMEJ-vermittelten
Integration einer Luziferasesequenz in den murinen RPGR-ORF15-Locus basiert (Yanik

et al., 2018).

1.5 DNA-Ligasen

Wie bereits oben beschrieben katalysieren die drei in Sdugetieren beschriebenen DNA -
Ligasen 1, 3 und 4 unter anderem die Ligation der DNA-Enden als den letzten Schritt der
DSB-Reparatur.  Sie  katalysieren  jedoch auch  weitere  Reaktionen im
Nukleinsdurestoffwechsel. Es besteht eine vermutlich spezies- und zelltypabhéngige
funktionelle Redundanz der einzelnen Ligasen (Tomkinson et al., 2013; Tomkinson et al.,
2020).

Die Ligationsreaktion beginnt dabei mit der Ubertragung von AMP auf einen Lysinrest
der DNA-Ligase mit ATP als Donor. Der AMP-Rest wird dann auf die 5°-Phosphatgruppe
des DNA-Endes {iibertragen. Zuletzt katalysiert die nun nicht mehr adenylierte DNA-
Ligase den nukleophilen Angrift der 3 -OH-Gruppe des gegeniiberliegenden DNA-Endes
auf die adenylierte 5°-OH-Gruppe unter Ausbildung einer kovalenten Verbindung der
beiden Stringe und Freisetzung des AMP-Rests (Ellenberger & Tomkinson, 2008).

1.5.1 DNA-Ligase 1

Die humane Lig.1 ist ein 102 kDa-Protein, welches sich aufgrund einer durch seinen
Prolinreichtum bedingten anomalen Mobilitédt in der SDS-PAGE mit einem scheinbaren
Molekulargewicht von 125 kDa darstellt (Barnes et al., 1990). Lig.1 hat einen Anteil an
Ligationsprozessen im Zellkern wie bei der Vereinigung der Okazaki-Fragmente im
Rahmen der DNA-Replikation, der long patch-Basenexzisionsreparatur (Tomkinson et
al., 2013), der Nukleotidexzisionsreparatur in proliferierenden Zellen (Moser et al.,
2007), der Reparatur von Einzelstrangbriichen (Katyal & McKinnon, 2011) sowie wie
bereits oben beschrieben HDR und a-EJ bzw. MMEJ zur DSB-Reparatur (Goetz et al.,
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2005; Tomkinson et al., 2013). Die Rekrutierung von Lig.1 hin zu Replikationsfoci erfolgt
iber die Interaktion mit PCNA (Tomkinson et al., 2020).

1.5.2 DNA-Ligase 3

Es existieren zwei Formen der Lig.3: Die ubiquitir exprimierte und mit XRCCI
Komplexe bildende Lig.3-a mit einem Molekulargewicht von 103 kDa sowie die nur in
méannlichen Keimzellen durch einen alternativen Splicingmechanismus exprimierte
Lig.3-B, welche nicht mit XRCC1 interagiert und ein Molekulargewicht von 96 kDa
aufweist (Mackey et al., 1997). In der vorliegenden Dissertation bezieht sich die
Bezeichnung Lig.3 ausschlieBlich auf die Lig.3-a-Variante. Das Lig.3-Gen codiert des
Weiteren neben einer nukledren Lig.3-o-Variante auch fiir eine mitochondriale Lig.3-o-
Variante, welche die einzige DNA-Ligase des Mitochondriums darstellt, unabhingig von
XRCCI1 agiert und notwendig fiir die Reparatur und Replikation des mitochondrialen
Genoms ist (Tomkinson et al., 2013). Im Zellkern iibt die Lig.3 ihre Funktionen im
Komplex mit XRCCI1 aus. Hierzu zéhlen die Reparatur von Einzelstrangbriichen, die
oben beschriebene Beteiligung an a-EJ bzw. MMEJ (Tomkinson et al., 2013), eine
Backup-Funktion bei Ligationsvorgdngen im Rahmen der DNA-Replikation (Le Chalony
et al., 2012), die Beteiligung an der short patch-Basenexzisionsreparatur (Tomkinson et
al., 2013) sowie der Nukleotidexzisionsreparatur in sich teilenden und ruhenden Zellen
(Moser et al., 2007). Es existieren allerdings auch Studien, welche die unbedingte
Notwendigkeit einer Interaktion von Lig.3 und XRCCI1 fiir DNA-Reparaturprozesse im
Nukleus, unter anderem auch a-EJ bzw. MMEJ, in Zweifel ziehen (Boboila et al., 2012;
Gao et al., 2011; Simsek, Brunet et al., 2011; Simsek, Furda et al., 2011).

1.5.3 DNA-Ligase 4

Lig.4 hat ein Molekulargewicht von 96 kDa (Wei et al., 1995) und agiert im Komplex mit
XRCC4 (Tomkinson et al., 2013). Sie katalysiert, wie bereits oben beschrieben, den
finalen Ligationsschritt der NHEJ-vermittelten DSB-Reparatur (Chaplin & Blundell,
2020).

1.6 Besonderheiten des Genome editing im Bereich der Retina
Die Retina weist als Zielgewebe fiir Therapieansitze, welche auf ,klassischer*
Gentherapie oder Genome editing basieren, im Vergleich zu anderen Geweben und

Organen einige Besonderheiten auf. Vorteilhaft sind unter anderem die leichte
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Zuginglichkeit des Auges im Hinblick auf diagnostische und therapeutische Maflnahmen,
die Tatsache, dass nur geringe Mengen an Therapeutika, wie zum Beispiel Losungen
viraler Vektoren, aufgrund der geringen Gréf3e der Retina verabreicht werden miissen, der
besondere immunologische Status des Auges, welcher die Toleranz gegeniiber
Gentherapien verbessert, die Moglichkeit ein Auge zu therapieren und das andere als
Kontrolle bei der Erprobung von Therapieansétzen zu nutzen (Ziccardi et al., 2019) sowie
eine grofle Anzahl an verfligbaren Tiermodellen (Slijkerman et al., 2015; Ziccardi et al.,
2019).

Ein wesentliches Problem im Hinblick auf Genome editing-Anséitze zur Therapie
erblicher Netzhautdystrophien ist die Tatsache, dass es sich bei den meisten Zellen der
Retina, wie beispielsweise den Photorezeptoren und dem Pigmentepithel, um
postmitotische Zellen handelt. HDR, auf welchem zahlreiche Strategien zur gezielten
Integration exogener Sequenzen und somit auch zur prizisen Korrektur
krankheitsauslosender Mutationen beruhen, ist jedoch vor allem in proliferierenden
Zellen aktiv. Ein HDR-vermittelter Ansatz zur Korrektur pathogener Mutationen in den
postmitotischen Zellen der Retina in vivo ist daher aufgrund der geringen HDR-Eftizienz
wenig erfolgversprechend (Benati et al., 2020; Ziccardi et al., 2019). In Ubereinstimmung
hiermit konnten Pasquini et al. in einer Analyse des Transkriptoms postmitotischer
Neurone aus adulten Retinae verschiedener Sdugetierspezies sowie aus humanen Retina-
Organoiden eine Herunterregulation der Expression HDR-assoziierter Gene nachweisen.
Die Expression HDR-assoziierter Gene war hierbei eng mit dem Durchlaufen des
Zellzyklus verbunden. NHEJ- und MMEJ-assoziierte Gene zeigten demgegeniiber eine

hohere Expression in postmitotischen Neuronen (Pasquini et al., 2020).

1.7 Beeinflussung der Ergebnisse des Genome editing durch Manipulation der
DNA-Ligase-Aktivitiit

Aufgrund der oben geschilderten geringen HDR-Effizienz in den postmitotischen
Zielzellen der Retina (Benati et al., 2020) sind fiir Optimierung der Genome editing-
Ergebnisse zur Korrektur krankheitsauslosender Mutationen in retinalen Zellen in vivo
ein besseres Verstindnis der neuronalen DNA-Reparatur sowie alternative
Genome editing-Strategien notwendig. Diese Notwendigkeit zur Steigerung der HDR-
Effizienz ist jedoch nicht nur auf die Zellen der Retina beschriankt, sondern bezieht sich
allgemein auf Gewebe mit nicht-teilungsfahigen Zellen (Cox et al., 2015; Yanik et al.,
2016). Beispielhaft fiir ein Gelingen der Steigerung der geringen HDR-Effizienz in
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postmitotischen Zellen in vivo sei die Verwendung der bakteriellen Rekombinase RecA
in Kombination mit CRISPR/Cas9-vermitteltem Genome editing zur Korrektur einer RP-
verursachenden Mutation in Mausephotorezeptorzellen genannt (Cai et al., 2019).
Weitere Beispiele fiir alternative Genome editing-Strategien basieren auf der
Nutzbarmachung alternativer Reparaturmechanismen wie MMEJ und NHEJ fiir das
Genome editing retinaler Zellen (Nishiguchi et al., 2020; Suzuki et al., 2016). Eine
weitere Moglichkeit ist die Anwendung sogenannter ex vivo-Strategien. Hierbei werden
im Gegensatz zu in vivo-Ansitzen die pathogenen Mutationen nicht in den betroffenen
Zellen in situ korrigiert. Stattdessen werden aus einer Hautbiopsie gewonnene Zellen in
induzierte pluripotente Stammzellen de-differenziert, deren Genom dann editiert und die
krankmachende Mutation somit beseitigt wird. Danach erfolgt die Re-Differenzierung in
den gewiinschten Zelltyp, wie beispielsweise Photorezeptoren, und die Implantation der
Zellen. Vorteilhaft ist hierbei unter anderem der Wiedereintritt der Zellen in den
Zellzyklus sowie die Moglichkeit zu Screening und Selektion erfolgreich editierter Zellen
(Yanik et al., 2016).

Aufgrund der Konkurrenz der verschiedenen DNA-Reparaturmechanismen um die
Reparatur von einzelnen DSBs ist jedoch auch eine Beeinflussung der Genome editing-
Ergebnisse hin zu gewlinschten Resultaten durch Manipulation der Aktivitdt von
Proteinen, welche in die Reparaturmechanismen eingeschaltet sind, moglich. Hierbei
kann sowohl eine Aktivitétssteigerung der Proteine des fiir die Reparatur gewiinschten
Mechanismus, beispielsweise durch Uberexpression, als auch eine Suppression der
Aktivitdt von Proteinen, die in unerwiinschte Reparaturmechanismen involviert sind,
angestrebt werden (Bischoff et al., 2020).

Mogliche Ziele sind hierbei unter anderem die DNA-Ligasen, welche die finalen
Ligationsreaktionen der DSB-Reparatur katalysieren (Bischoff et al., 2020). So kann eine
verringerte Aktivitdt von Lig.4 als Komponente der NHEJ-vermittelten DSB-Reparatur
eine erhohte Effizienz des HDR-vermittelten Gen-,.knock-in®“ im Rahmen des
Genome editing bedingen. Beumer et al. konnten beispielsweise eine erhohte Rate HDR-
vermittelten Gen-,,.knock-ins* in Lig.4-defizienten Drosophila melanogaster-Stammen im
Vergleich zu Wildtyp-Stimmen beobachten (Beumer et al., 2008; Beumer et al., 2013).
Auch pharmakologische Ansétze zur Manipulation der DNA-Ligase-Aktivitdt stehen zur
Verfligung. So existiert zum Beispiel mit SCR7 ein Inhibitor der Lig.4 und in geringerem
MafBe auch der Lig.3, welcher zunéchst als mogliches Therapeutikum fiir maligne Tumore

entwickelt und in zahlreichen Genome editing-Experimenten erprobt wurde (Srivastava
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et al., 2012; Vartak et al., 2018). Studien, welche die Anwendung von SCR7 zur
Steigerung der HDR-vermittelten Gen-,.knock-in“-Effizienz untersuchten, erbrachten
variable Ergebnisse: Eine Steigerung Effizienz HDR-vermittelter ,,knock-ins* durch die
Behandlung mit SCR7 konnte beispielsweise in verschiedenen HEK 293-Zell-Typen (Lin
et al., 2016; Pinder et al., 2015; Robert et al., 2015; Shao et al., 2017; van Chu et al.,
2015), verschiedenen humanen Tumorzelllinien (Hu et al., 2018; Maruyama et al., 2015)
sowie Zebrafischembryonen (Zhang et al., 2018) gezeigt werden. In anderen Studien
unter anderem an humanen pluripotenten Stammzellen (Yang et al., 2016; Zhang et al.,
2017) und porcinen fetalen Fibroblasten (Gerlach et al., 2018) konnte demgegentiiber
keine Steigerung der HDR-vermittelten Gen-,.knock-in“-Effizienz bei Behandlung mit
SCR7 beobachtet werden. Eine Steigerung der HDR-Effizienz durch SCR7 kann
dementsprechend nicht fiir alle experimentellen Settings angenommen werden und muss
in Bezug auf die einzelne ,.knock-in‘“-Strategie erprobt werden (Gerlach et al., 2018). Zur
gezielten pharmakologischen Inhibition der DNA-Ligasen stehen des Weiteren
Substanzen wie L82 zur spezifischen Inhibition der Lig.1, L67 zur Inhibition von Lig.1
und Lig.3 sowie L189 zur Inhibition aller drei humanen DNA-Ligasen zur Verfligung
(Chen et al., 2008).

Andere Ansitze zur Beeinflussung der DNA-Ligase-Aktivitit zur Steigerung der Rate
préziser ,.knock-ins“ basieren auf der Verwendung von RNA-Interferenz fiir den ,,knock-
down* der Lig.4 (Robert et al., 2015; van Chu et al., 2015; Yan et al., 2016) Eine weitere
angewandte Strategie ist die Ausnutzung der adenoviralen Proteine E1B55K und E4orf6.
Diese fiihren zu einer Ubiquitinylierung der Lig.4 und damit zu deren proteasomaler
Degradation und konnten in einigen Studien die HDR-Effizienz erhohen (Robert et al.,
2015; van Chu et al.,, 2015). In einer anderen Studie an humanen pluripotenten
Stammzellen konnte allerdings bei Verwendung dieses Ansatzes eine Senkung der HDR-
Effizienz beobachtet werden (Zhang et al., 2017).

Auch wurden CRIPSR/Cas-basierte Methoden zur Modulation der DNA-Ligase-
Expression bereits zur Steigerung der Effizienz HDR-vermittelter ,.knock-ins* sowie zur
Aufkliarung verschiedener DNA-Reparaturmechanismen verwendet. In einer Studie
wurde hierbei eine besondere Form des CRISPR interference (CRISPRi)-Ansatzes
angewandt. Unter Verwendung auf 14-15 nt gekiirzter sog. catalytically dead gRNAs
wurde ein katalytisch aktives Cas9-Molekiil dabei an die Stelle des Lig.4-Locus und
anderer NHEJ-assoziierter Gene gelotst, ohne dass dabei ein DSB induziert wurde.

Stattdessen erfolgte hierdurch eine Suppression der Aktivitdt des entsprechenden Gens

18



unter Zuhilfenahme eines Konstrukts mit einer Kriippel associated box-Doméne (Ye et
al., 2018). Zudem existieren Ansitze zur Degradation der Lig.4-mRNA unter Ausnutzung
von CasRx, einer guide-Sequenz-abhdngigen Ribonuklease, zur Erh6hung der HDR-
Effizienz (Pan et al., 2019). Eine weitere Moglichkeit ist der KO von DNA-Ligase-Genen
durch eine CRISPR/Cas9-vermittelte DSB-Induktion mit nachfolgender NHEJ-
vermittelter DSB-Reparatur, welche durch Indel-Bildung und dadurch bedingte
Frameshiftmutation oder durch die Ausbildung von groBeren Deletionen zu einer
Stilllegung des Gens fiihrt (Canver et al., 2017; Danner et al., 2017). Diese Strategie
wurde bisher zur Generierung von DNA-Ligase-defizienten Zelllinien angewendet,
welche Verwendung im Rahmen von Studien zur nukledren DNA-Reparatur (Balmus et
al., 2019; Hwang et al., 2020; Lu et al., 2016; Maffucci et al., 2018; Schmid-Burgk et al.,
2016), zum mitochondrialen DNA-Stoffwechsel (Spadafora et al., 2016) sowie
virologischen Studien (Long et al., 2017; Luteijn et al., 2018) fanden. So erzeugten
Luetal. ausgehend von Lig4-defizienten CHI12F3-Zellen mittels CRISPR/Cas9-
vermitteltem KO Zelllinien, die zusétzlich defizient fiir entweder Lig.1 oder nukleére
Lig.3 waren. Diese wurden dann verwendet, um die Beteiligung von Lig.1 und Lig.3 an
a-EJ im Rahmen von Antikorper-Klassenwechsel, Deletionen sowie chromosomalen
Translokationen aufzukliren (Lu et al., 2016). Schmid-Burgk und Kollegen nutzten unter
anderem eine mittels CRISPR/Cas9-vermitteltem KO erzeugte Lig.4-defiziente HEK-
Zelllinie zum Nachweis der NHEJ-Beteiligung an CRISPaint (Schmid-Burgk et al.,
2016).

1.8 Zielsetzung

Ein mogliches Instrument zur Beeinflussung der DNA-Reparatur hin zu gewiinschten
Ergebnissen im Rahmen des Genome editing ist, wie in Kapitel 1.7 dargestellt, die
Manipulation der Aktivitdit von DNA-Ligasen, welche den letzten Schritt der DSB-
Reparatur katalysieren. Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Erprobung von in der
AG Stieger generierten Plasmiden zum CRISPR/Cas9-vermittelten KO der humanen
DNA-Ligasen 1, 3 und 4 zur Beeinflussung der DNA-Reparatur in Zellen im Rahmen des
Genome editing. Mittels Western Blot und ELISA mit zuvor durchgefiihrter
durchflusszytometrischer Anreicherung erfolgreich transfizierter Zellen wurde der
Versuch unternommen, den verringerten DNA-Ligase-Proteingehalt der Zellen nach
erfolgtem KO darzustellen. Die Effekte unserer DNA-Ligase-KO-Plasmide auf die DNA-

Reparatur wurden mittels zweier Assays evaluiert: Das verwendete MMEJ-Assay
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quantifizierte die ,,.knock-in“-Effizienz einer Luziferase-Sequenz in das murine RPGR-
ORF15-Exon, welches stabil in das Genom von HEK293-Zellen integriert ist (Yanik et
al., 2018). Das BRET-Reporter-Assay ermoglichte den Vergleich der NHEJ-Aktivitit in
Zellen nach unterschiedlichen Interventionen. Der in dieser Arbeit gewihlte Ansatz war
hierbei insofern besonders, als dass eine gleichzeitige Transfektion der fiir die Assays
bendtigten Komponenten mit den DNA-Ligase-KO-Plasmiden im Sinne von multiplexed
Genome editing erfolgte. Des Weiteren wurde die Auswirkung der DNA-Ligase-KOs auf
die Viabilitdt von HEK293T-Zellen mittels MTT-Assay untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Geriteliste

Tabelle 2.1: Verwendete Gerite

Gerit Modell/Serie Hersteller, Ort
-196 C-Tonpe fir Thermolyne Locator 6 Plus Fisher Scientific,
Cryokonservierung Schwerte
-20 °C-Gefrierschrank Liebherr Premium Liebherr,
Ochsenhausen
-80 °C-Gefrierschrank | HERAfreeze HFU 586 Top Fisher Scientiflc,
Schwerte
Autoklav DX-65 Systec, Linden
. N Bio-Rad Laboratories
Blotting-Gerite Trans-Blot Turbo GmbH, Feldkirchen
Blotelutor B35 Biometra, Gottingen
. Integra Biosciences,
Bunsenbrenner Fireboy Biebertal
. . Scotsman, Ipswich
Eismaschine AF 80 (UK)
Fluoreszenzmikroskop Biozero Keyence, Neu-
Isenburg
Fluss-Sortierer FACSAria III BD B;osmences,
Heidelberg

Gelelektrophoresekammer

Minigel-Twin

Biometra, Gottingen

Gerét zum temperierten
Mischen von Proben

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg

5 ml Hirschmann
Laborgerite, Eberstadt
Glaspipetten 10 ml Hirschmann
Laborgerite, Eberstadt
20 ml Isolab Laborgerite,
Eschau
Inkubationshaube fiir : s
Orbitalschiittler CERTOMAT H Sartorius, Gottingen
Inkubator fiir Zellkultur C 150 Binder, Tuttlingen
T
Kiihlschrank (4 °C) .
TP 1760 Premium Liebherr,
" Ochsenhausen
Laborspiiler Miele Professional G7883 CD Miele, Giitersloh
Magnetriihrer RCT classic IKA, Staufen
Mehrfachdispenser HandyStep Brand, Wertheim
. VWR International,
Mikroskop 1T400 Darmstadt
Orbitalschiittler CERTOMAT MO II Sartorius, Gottingen
. Mettler Toledo,
pH-Messgerit SevenEasy GieBen
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Gerit Modell/Serie Hersteller, Ort
Transferpette S 0,1-1 pl Brand, Wertheim
Transferpette S 0,5-10 pl Brand, Wertheim
Pipetten Transferpette S 10-100 ul Brand, Wertheim
Transferpette S 100-1000 pl Brand, Wertheim
Transferpette S 0,5-5 ml Brand, Wertheim
C e . Integra Biosciences,
Pipettierhilfe Pipetboy acu 2 Biebertal
Platereader Infinite M 1000 pro Tecan, Grodig (AT)
Stromquelle fiir . s
Elektrophoresen PS305T Biometra, Gottingen
. Hellma Analytics,
Quarzkiivette 105.210-QS Miillheim
Reinluftwerkbank MSC-Advantage Fisher Scientific,
Schwerte
Reinstwassersystem arium 611DI Sartorius, Gottingen
bezogen von
Rontgenkassetten A.Hartenstein GmbH,
Wiirzburg
Brother International
Scanner MFC-4760DN GmbH. Bad Vilbel
Taumelschiittler WT17 Biometra, Gottingen
PS-3D Grant Instruments,
Cambridge (UK)
Thermoblock TB2 Biometra, Gottingen
Trockenschrank Avantgarde.Line Binder, Tuttlingen
UV-VIS-Photometer BioPhotometer Eppendorf, Hamburg
) LLG Labware,
uniTEXER 1 Meckenheim
Vortex Vortex-Schiittler VWR International,
Darmstadt
) . . ) VWR International,
Signature Digital Vortex Mixer Darmstadt
Waage Acculab ALC-110.4 Sartorius, Gottingen
Wasserbad TWI12 Julabo, Seelbach
Neubauer improved, Linien Paul Marienfeld
Zahlkammer ubau proved, GmbH, Lauda
dunkel, 0,1 mm .-
Konigshofen
1-15PK Sigma, Osterode am
Zentrifuge Harz
Sigma, Osterode am
4K15
Harz
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2.1.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 2.2: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Material Typ Bestellnummer | Hersteller, Ort
10 cm-Petrischale Cellstar 664160 Gre}ner Bio-One,
Frickenhausen
24 Well-Platte Cellstar 662160 Gre}ner Bio-One,
Frickenhausen
6 Well-Platte Cellstar 657160 | Creiner Bio-One,
Frickenhausen
Cryopure 2,0 ml
e Rohren mit Sarstedt,
EinfrierrShrchen Innengewinde und 72.380 Niimbrecht
Silikondichtring
Semi-
Einmalkiivetten Mikrokiivetten aus 759015 Brand, Wertheim
Polystyrol
Filteraufsatz "rapid"-Filtermax 99155 TPP, T(rgi%d fngen
. . Dispensertips 12,5 nerbe plus,
Multipettenspitze ml 07-052-0100 Winsen/Luhe
Nitrocellulosemembran BioTrace NT 66485 Pall, Dreieich
Whatman cellulose
cromsogmnby | psgary | Coa b
Papier fiir Western Blot 3IMM Chr
Whatman gel .
blotting papers, 10426994 Cytgziﬁulf"pe’
Grade GB005 e
Biozym
Scientific,
10 pl 720031 Hessisch
Pipettenspitzen Oldendorf
Sarstedt,
200 pl 70.760.012 Niimbrecht
Sarstedt,
1000 pl 70.762.010 Niimbrecht
5000 pl 702600 Brand, Wertheim
nerbe plus,
10 ul 06-613-5300 Winsen/Luhe
. . . nerbe plus,
P1petten§p1tzen mit 100 ul 06-642-5300 Winsen/Luhe
Filter nerbe plus
200 pl 07-662-8300 Winsen/Luhe
nerbe plus,
1250 pl 06-695-5300 Winsen/Luhe
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Material Typ Bestellnummer | Hersteller, Ort
96-well Solid
Platte fiir Lumineszenz- | White Flat Bottom Corning,
3917 .
messungen Polystyrene TC- Kaiserslautern
treated Microplates
1,5 ml 72.690.001 Sarstedt,
. . Niimbrecht
Reaktionsgefille Sarstedt
2 ml 72.695.500 Niimbrecht
Rohrchen fiir Corning Falcon Cornin
Durchflusszytometrie Rohrchen mit 352235 Kaisersla i’ern
mit Zellenfilterkappe Zellenfilterkappe
Amersham GE Healthcare,
Rontgenfilm 28906837 Buckinghamshire
Hyperfilm ECL
(UK)
. phygenera,
Spritzenfilter EQI1180 Hannover
Zellschaber Zellschaber 16 cm 83.1832 S"arstedt,
Niimbrecht
Cellstar 15 ml 188271 Greiner Bio-One,
. N Frickenhausen
Zentrifugenréhrchen Greiner Bio-On
Cellstar 50 ml 227261 ener B1o=Une,
Frickenhausen
2.1.3 Chemikalien
Tabelle 2.3: Verwendete Chemikalien
Chemikalie Bestellnummer Hersteller, Ort
100x L-Glutamin (200 mM) AC-AS-0001 anprotec, Bruckberg

Losung (37,5:1)

100x Penicillin/Streptomycin AC-AB-0024 anprotec, Bruckberg
Accutase 00-4555 eBioscience, Frankfurt a. M.
o —An0
Acrylamid/Bisacrylamid 30% 3029.1 Roth, Karlsruhe

Ammoniumperoxodisulfat

001201-0500

Merck, Darmstadt

(APS)
Ampicillin K029.1 Roth, Karlsruhe
Coelenterazin 400a 340-1 Nanolight, Pinetop (AZ, USA)
Coelenterazin h 301-1 Nanolight, Pinetop (AZ, USA)
Dimethylsulfoxid (DMSO) 8.02912.1000 Merck, Darmstadt
Dinatriumhydrogenphosphat-
Heptahydrat (Na;HPO4+7H20) X987.2 Roth, Karlsruhe
Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM), High
Glucose w/o L-Glutamine w/ AC-LM-0015 anprotec, Bruckberg
Sodium Pyruvate
Entwicklerbad fur EFBAK AGFA, Disseldorf
Rontgenfilme
Essigséure 1.00063.2511 Merck, Darmstadt
Ethanol 9065.2 Roth, Karlsruhe
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Chemikalie Bestellnummer Hersteller, Ort
Ethylendlag;“];t;z;‘esSlgsaure 8043.2 Roth, Karlsruhe
Fetales Kélberserum (FKS) AC-SM-0027 anprotec, Bruckberg
Fixierbad fiir Rontgenfilme 2828Q AGFA, Diisseldorf
Geneticin-Losung (50 mg/ml) | 10131-027 Th;?;zgllzgfésgzﬁffazfe
Glycerin 3783.1 Roth, Karlsruhe
Glycin 3908.2 Roth, Karlsruhe
Isopropanol 33539-2,5L-M Sigma-Aldrich, Darmstadt
Kaliumchlorid (KCI) 6781.1 Roth, Karlsruhe
Kahumdl(}gfé‘f’,%e‘gph“phat 1.04873-1000 Merck, Darmstadt
Luria Broth Base (LB) 12795027 Thermo Fisher, Darmstadt
Methanol 4627.2 Roth, Karlsruhe
Milchpulver 42590.02 Serva, Heidelberg
N,N,N'.N'-Tetramethylethylend
amin (TEM]%ID) y 2367.1 Roth, Karlsruhe
N-2-Hydroxyethylpiperazin-
N'-2-ethansulfonsiure 91054 Roth, Karlsruhe
(HEPES)
Natriumchlorid (NaCl) 1.06404.5000 Merck, Darmstadt
Natriumdodecylsulfat (SDS) 2326.1 Roth, Karlsruhe
Natriumhydroxid (NaOH) 6771.1 Roth, Karlsruhe
Polyethylenimin (PEI) 239662 Polysciences Europe, Hirschberg
an der Bergstrasse
Ponceau S (0,2%) 33427.01 Serva, Heidelberg
Renilla Luciferase Assay Lysis E291A Promega, Walldorf
Buffer 5x
Salzsdure 37 % 1.00317.2500 Merck, Darmstadt
Tris-(hydroxymethyl)- 4855.3 Roth, Karlsruhe
aminomethan (Tris)
Triton X-100 3051.3 Roth, Karlsruhe
Tween 20 9127.1 Roth, Karlsruhe

2.1.4 Vektoren und Plasmide

Tabelle 2.4: Verwendete Vektoren und Plasmide

Plasmid/Vektor Anmerkungen
Diese Plasmide basieren auf einem pSQT1313-Vektor (Tsai et al.,
10 bp-MH-Luc ) ) .
2014), der zusidtzlich eine Luziferase-Sequenz ohne Promotor
enthdlt. Diese wird von 10, 15 oder 30 Basenpaaren langen
15 bp-MH-Luc ] o
Sequenzen flankiert, welche homolog zu den Sequenzen beidseits
der RPGR-mORF15-Sequenz der HEK293mORFIS_Zellinie sind
30 bp-MH-Luc ‘
(Yanik et al., 2018).
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Plasmid/Vektor

Anmerkungen

Cas9-BFP

Das Plasmid basiert auf dem px459-Vektor (Ran et al., 2013), bei
welchem das Puromycin-Resistenzgen gegen die Sequenz eines

blau-fluoreszierenden Proteins (BFP) ausgetauscht wurde.

gRNA hl-1

Das Plasmid basiert auf dem pSQT1313-Vektor (Tsai et al., 2014)
und enthélt unter Kontrolle eines U6-Promotors die Sequenzen fiir
2 gRNAs, welche zur Induktion von DSBs beidseits der RPGR-
mORF15-Sequenz in der HEK293™ORFI5_Zellinie fiihren (Yanik et
al., 2018).

Lig.1-KO

Lig.3-KO

Lig.4-KO

Diese Plasmide basieren auf dem pSQT1313-Vektor (Tsai et al.,
2014) und enthalten unter Kontrolle eines U6-Promotors Sequenzen
fiir zwei gRNAs (Lig.1-KO und Lig.3-KO) oder eine gRNA (Lig.4-
KO), die zur DSB-Induktion im humanen DNA-Ligase 1-, -3- oder
-4-Gen fiihren. Die entsprechenden gRNA-Sequenzen sind in
Tabelle 2.5 angegeben.

px 459-T7

Das Plasmid basiert auf dem px459-Vektor (Ran et al., 2013) und
enthidlt unter Kontrolle eines U6-Promotors zusétzlich Sequenzen
fir 2 gRNAs, die zur DSB-Induktion beidseits der
Luziferasesequenz auf den XX bp-MH-Luc-Plasmiden fiihren
(Yanik et al., 2018).

RLuc8

Das Plasmid basiert auf einem pcDNA3.1(+)-Vektor (Invitrogen
V79020 (Thermo Fisher)), der die Sequenz einer durch Mutation
optimierten Luziferase aus Renilla reniformis (RLuc8) (Loening et

al., 2006) unter der Kontrolle eines CMV-Promotors enthélt.

TI1

Das Plasmid basiert auf einem pcDNA3.1(+)-Vektor (Invitrogen
V79020 (Thermo Fisher)) und enthélt unter der Kontrolle eines
CMV-Promotors ein Konstrukt aus einer RLuc8- (Loening et al.,
2006) und einer GFP2-Sequenz, die von einer Targetsequenz

separiert werden (Wimmer et al., 2021).

T3-3

Das Plasmid basiert auf dem px459-Vektor (Ran et al., 2013) und
enthdlt unter der Kontrolle eines U6-Promotors zusitzlich die
Sequenz fiir eine gRNA, welche einen DSB in der Targetsequenz

des T11-Plasmids (s.0.) induziert (Wimmer et al., 2021).
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Plasmid/Vektor Anmerkungen
Dieses Plasmid basiert auf einem TOPO-TA-Vektor (Invitrogen

450641 (Thermo Fisher)). Es enthdlt keinen eukaryotischen
TOPO-VEGF | Promotor und wurde als "Fiillvektor" verwendet um die DNA-

Menge zwischen den einzelnen Transfektionsansdtzen des MMEJ-

Assays konstant zu halten.

Der px459-Vektor enthdlt unter anderem die Sequenz flir ein mit
Kernlokalisierungssignalen versehenes Streptococcus pyogenes-Cas9-Protein (SpCas9)
unter der Kontrolle eines CBh-Promotors, der nach Transfektion die konstitutive
Expression des SpCas9-Proteins ermoglicht (Ran et al., 2013). Zur DSB-Induktion ist bei
Verwendung von SpCas9 als PAM die Sequenz NGG notwendig, die sich unmittelbar

downstream an die von der gRNA erkannte Sequenz anschliefit (Jinek et al., 2012).

Tabelle 2.5: gRNA-Sequenzen der DNA-Ligase-KO-Plasmide.

KO- gRNA-Sequenz
Plasmid
5-ACGTCTGCGCGCGAATGCCG-3¢
Lig.1-KO
5‘-CATCGTTCGGCCCCGTCATG-3°
5-CAACCGTCGTGGGCTGCCCG-3°
Lig.3-KO
5*-TGTGAGTGAGTATGTACATG-3¢
Lig.4-KO 5*-TAAGTTGTTCTAGGTCGTCC-3*

2.1.5 Antikorper
Tabelle 2.6: Verwendete Antikorper

Antikorper Bestellnummer Hersteller, Ort

anti-DNA Ligase 1 Proteintech Europe,
(rabbit, polyclonal) 18051-1-AP Manchester (UK)
anti-DNA Ligase 3 Novus Biologicals,

Primére (rabbit, polyclonal) NBP1-87720 Abingdon (UK)

Antikorper anti-DNA Ligase 4 <c.271299 Santa Cruz, Dallas (TX,
(mouse, monoclonal) USA)

antl-]?NA Ligase 4 ABIN2778272 | antibodies-online, Aachen
(rabbit, polyclonal)

27




Antikorper Bestellnummer Hersteller, Ort

anti-GAPDH (rabbit, 2118L Cell Signaling Technology,
Primire monoclonal) Frankfurt a. M.

Antikorper anti-Aktin (mouse,

MA1-744 Pierce Biotechnology,

monoclonal) Rockford (IL, USA)
anti-rabbit IgG-
peroxidase conjugate A0545
Sekundére (goat, polyclonal) Sigma-Aldrich, Saint Louis
Antikorper anti-mouse IgG- (MO, USA)
peroxidase conjugate A9044

(rabbit, polyclonal)

2.1.6 Protein-Groenmarker
Bei der Durchfilhrung von SDS-PAGE und Western Blot wurde der GroBenmarker
"Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder" (sieche Abbildung 2.1) von Thermo

Scientific (Schwerte) verwendet (Bestellnummer: 26634).
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Abbildung 2.1: Darstellung des in SDS-PAGE und Western Blot verwendeten Protein-
GroBenmarkers. (Abbildung entnommen aus dem Benutzerhandbuch des "Spectra
Multicolor Broad Range Protein Ladder" mit freundlicher Genehmigung von Thermo

Fisher Scientific.)
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2.1.7 Stammlosungen

Tabelle 2.7: Verwendete Stammldsungen

Stammlosung

Zusammensetzung und Herstellung

0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

30,3 g Tris
ad 500 ml ddH»O, pH auf 6,8 einstellen

1 M Tris/HCI, pH 6,8

12,1 g Tris
ad 100 ml ddH»O, pH auf 6,8 einstellen

1,5 M Tris/HCI, pH 8,8

90,8 g Tris
ad 500 ml ddH»O, pH auf 8,8 einstellen

10x PBS (phosphate-buffered saline)

80 g NaCl
2 gKCl
27,2 g NaaHPO4+7H>0O
2,4 g KH2PO4
ad 1000 ml ddH»O, pH auf 7,4 einstellen

10x SDS-PAGE-Laufpufter

30,3 g Tris
144 g Glycin
50 ml 20 % SDS
ad 1000 ml ddH,O

10x TBS (Tris-buffered saline)

88 g NaCl
2 gKCl
30 g Tris
ad 1000 ml ddH»O, pH auf 7,4 einstellen

10x Western Blot-Transfer-Puffer

30,3 g Tris
144 g Glycin
50 ml 20 % SDS
ad 1000 ml ddH,O

150 mM NaCl-Ldsung

8,77 g NaCl
ad 1000 ml ddH,O

20 % SDS-Losung (w/v)

50 g SDS
ad 250 ml ddH,O

5 % Essigsdure-Ponceau S-Losung

0,1 % Ponceau S (w/v) in 5 % Essigsdure

5x Lammli (SDS-PAGE-
Probenpuffer), nicht reduzierend

1 g SDS
5 ml Glycerin
3 ml 1 M Tris/HCI, pH 6,8
0,05 g Bromphenolblau
2 ml ddH0O

Ampicillin-Losung

1 g Ampicillin
ad 10 ml ddH>O

Aria-Puffer

0,6 g HEPES
0,3 g EDTA
ad 100 ml 1x PBS, pH auf 7.4 einstellen

1 mg Coelenterazin h oder Coelenterazin

Luziferasesubstrat 4002 in 1 ml Ethanol
0,1 g PEI
PEI-L6sung ad 1000 ml 150 mM NaCl-Losung

18 h bei 80 °C, pH auf 7 einstellen

10x Losungen wurden vor Verwendung mit ddH»O 1:10 auf 1x Losungen verdiinnt.
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2.1.8 Medien
2.1.8.1 Medien fiir die Bakterienkultur

Fir die Kultur von Bakterien wurde im Rahmen dieser Arbeit LB-Medium verwendet.

Hierzu wurden 25 g LB (siehe Tabelle 2.3) in 1000 ml ddH>O geldst. Das Medium wurde

anschlieend nach Herstellerangabe autoklaviert.

2.1.8.2 Medien fiir die Zellkultur

Tabelle 2.8: Verwendete Medien fur die Zellkultur

Medium Zusammensetzung und Herstellung
435 ml DMEM (siehe Tabelle 2.3)
50 ml FKS
DMEM -+ 10 ml 100x Glutamin-Losung (mit 200 mM)

5 ml 100x Penicillin/Streptomycin-Lésung
(mit 10.000 U/ml Penicillin G und 10 mg/ml

Streptomycin)
: . 99 ml DMEM +++
0 TaA
DMEM +++ mit 1 % Geneticin-Losung I ml Geneticin-Losung (mit 50 mg/ml)
0
Einfriermedium 1 (9)0/(‘)’/D1£\I/I(SSO
0

2.1.9 Bakterien

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide waren zuvor zur einfachen Vervielfiltigung in

Escherichia coli-Bakterienzellen transformiert worden. Die verwendeten E. coli-Stimme

sind in Tabelle 2.9 angegeben.

Tabelle 2.9: Verwendete Bakterienstimme

. . Genetische
Typ verwendet fiir Plasmid Eigenschaften Hersteller, Ort
F—, endA1, supE44, thi-
1, recAl, relAl, gyrA96, Takara Clontech,
phoA, ®80d lacZA M15, . :
Stellar px459-T7 Saint-Germain-en-
A (lacZYA — argF) U169, Laye (FR)
A (mrr — hsdRMS — Y
mcrBC), AmcrA, A—
gRNAhI-1, Lig.1-KO, recAl endA1 gyrA96
Lig.3-KO, Lig.4-KO, thi-1 hsdR17 supE44
iﬂ;}e— TOPO-VEGF, XX-bp- relAl lac[F proAB Eg?éi%g:re’
MH-Luc, Cas9-BFP, laclqgZAM15 Tnl0 g
Rluc8, T11, T3-3 (Tetr)]
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2.1.10 Zelllinien
Tabelle 2.10: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Anmerkungen
HEK 293T (ATCC CRL-3216) Bezogen von LGC Standards, Wesel.
HEK 293 (ATCC CRL-1573) Bezogen von LGC Standards, Wesel.

Basiert auf der HEK 293-Zellinie, die stabil das
murine RPGR-ORF15-Exon unter der Kontrolle
HEK293mORF15 eines CMV-Promotors im Genom integriert hat. Zur

Selektion der stabil transfizierten Zellen wird dem

Medium Geneticin zugegeben (Yanik et al., 2018).

2.1.11 Reagenziensysteme und Kits

Tabelle 2.11: Verwendete Reagenziensysteme und Kits

Reagenziensystem/Kit Bestellnummer Hersteller, Ort
Amersham ECL Western RPN2209 GE Healthcare, Buckinghamshire
Blotting Detection Reagent (UK)
Human DNA ll.gase 1 ELISA MBS2883984 MyBioSource, San Diego (CA,
Kit USA)
Human DNA ll.gase 4 ELISA MBS2800038 MyBioSource, San Diego (CA,
Kit USA)

Aviva Systems Biology, San

LIG 3 ELISA Kit (Human) OKEHO02437 Dicgo (CA, USA)

MTT Cell Proliferation Assay Cayman Chemical, Ann Arbor

Kit 10009365 (ML, USA)
(é)riz(r&gr(é; %ﬂi:ﬁig:y 23238 Fisher Scientific, Schwerte
QIAGEN Plasmid Maxi Kit 12163 Qiagen, Hilden
2.1.12 Software
Tabelle 2.12: Verwendete Software
Software Hersteller, Ort
BZ-8100 Observation Application v.1.10 Keyence, Neu-Isenburg
i-control v.1.11 Tecan, Grodig (AT)
Microsoft Office Professional Plus 2019 Microsoft COI‘pOIStSiZI;, Redmond (WA,
SigmaPlot v.12.0 Systat, Erkrath
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2.1.13 Ausgangsmaterial
Die in Tabelle 2.4 aufgefiihrten Vektoren und Plasmide sowie die Zelllinie HEK293mORF15
lagen vor Beginn der experimentellen Arbeiten im Rahmen dieser Dissertation als

Ausgangsmaterial vor.

2.2 Methoden

2.2.1 Bakterienkultur

Die Kultur der Plasmid-tragenden E. coli-Stimme erfolgte im Rahmen dieser Arbeit zur
spateren Durchflihrung einer Plasmidisolation mittels Maxi-Préparation.

Die jeweiligen E. coli-Stimme wurden als Glycerolstocks bei -80 °C gelagert. Die
Glycerolstocks wurden zur Durchfiihrung der Kultur ebenso wie die Ampicillin-Lésung
langsam auf Eis aufgetaut. Unter sterilen Bedingungen wurden 100 ml LB-Medium (siehe
2.1.8.1) in einen Erlenmeyerkolben gegeben. Hinzugegeben wurden des Weiteren
100 pl Ampicillin-Lésung zur Selektion (Endkonzentration: 100 pg/ml) sowie 100 pl des
jeweiligen Glycerolstocks. Die so hergestellten Ansdtze wurden fiir 16-18 h auf einem

Orbitalschiittler bei 37 °C und 180 rpm inkubiert.

2.2.2 Maxi-Priparation

Die Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli zur Gewinnung hochreiner Plasmide fiir
spétere Transfektionsexperimente wurde mittels Maxipriparations-Kit von Qiagen (siehe
Tabelle 2.11) nach modifiziertem Protokoll durchgefiihrt.

Hierzu wurden 100 ml der am Vortag vorbereiteten Bakterienkultur (siehe 2.2.1) auf zwei
50 ml-Zentrifugenréhrchen aufgeteilt und bei 4 °C und 6000 x g fiir 15 Min. zentrifugiert.
Der Uberstand wurde entfernt und die Bakterienpellets in jeweils 5 ml Puffer P1
resuspendiert und anschlieBend Suspensionen von Bakterien, die das gleiche Plasmid
enthielten, zusammengefiihrt, sodass sich ein Gesamtvolumen der Bakteriensuspension
in Puffer P1 von 10 ml ergab. Der Bakteriensuspension wurden 10 ml Puffer P2
hinzugegeben und eine Durchmischung durch mehrmaliges Invertieren erreicht, bevor fiir
5 Min. bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Im Anschluss wurden umgehend 10 ml
Puffer P3 hinzugefiigt und durch mehrfaches Invertieren gemischt. Es schloss sich ein
20 Min. dauernder Inkubationsschritt auf Eis an, bevor fiir 45 Min. bei4 °Cund 11627 x g
zentrifugiert wurde. Der Plasmid-DNA-haltige Uberstand wurde im Anschluss in ein
neues 50 ml-Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt und erneut fiir 15 Min. bei4 °Cund 11627 x g
zentrifugiert. Der hierbei erhaltene Plasmid-DNA-haltige Uberstand lief im Anschluss
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durch einen QIAGEN-tip 500. Zuvor war dieser durch den Durchlauf von 10 ml Puffer
QBT equilibriert worden. Es folgte ein zweimaliger Waschschritt bei dem jeweils 30 ml
des Waschpuffers QC durch QIAGEN-tip 500 liefen. Die Plasmid-DNA konnte daraufhin
mit 15 ml Puffer QF aus dem QIAGEN-tip 500 eluiert werden. Zu dem Eluat wurden zur
Féllung der DNA im Anschluss 10,5 ml raumtemperiertes Isopropanol gegeben und
mittels Invertierens griindlich durchmischt, bevor bei 4 °C und 11627 x g fiir 45 Min.
zentrifugiert wurde. Nach Entfernung des Uberstandes wurde das so erhaltene DNA-
Pellet mit 70 % Ethanol in ddH,O gewaschen und fiir 15 Min. bei 4 °C und 11627 x g
zentrifugiert. Nach erneuter Entfernung des Uberstandes wurde das DNA-Pellet fiir
10 Min. an der Luft getrocknet um das Ethanol zu entfernen. Das Pellet wurde
anschlieBend in ddH2O gelost.

Es schloss sich eine Bestimmung der DNA-Konzentration an.

2.2.3 Bestimmung der DNA-Konzentration im Photometer

Die Konzentration von doppelstringiger DNA in Losungen ldsst sich mittels des
Lambert-Beer'schen Gesetzes aus der gemessenen Absorption bei 260 nm berechnen.
Anhand einer zusétzlichen Messung bei 320 nm erfolgt eine Korrektur im Hinblick auf
Lichtstreuung sowie andere UV-absorbierende Inhaltsstoffe der Probe. Verunreinigungen
durch Proteine, Phenole, Nukleotide, RNA und einzelstringige DNA konnen die
Konzentrationsbestimmung beeinflussen (Bhat et al., 2010).

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration mittels Photometer wurde zunichst die
Absorption von 10 pl reinem ddH»O, welches als Losungsmittel diente, in einer
Quarzkiivette als Leerwert gemessen. 1 pl der Plasmid-DNA-Losung, deren
Konzentration bestimmt werden sollte, wurde mit 49 ul ddH>O verdiinnt. Anschlieend
erfolgte die Messung der Absorption von 10 pl der verdiinnten DNA-LOsung in einer
Quarzkiivette. Der Verdiinnungsfaktor wurde automatisch durch das Photometer

korrigiert.

2.2.4 Kultivierung von HEK293T- und HEK293T™ORFIS_Zellen

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien waren HEK293T sowie die in der AG Stieger
generierte Zelllinie HEK293™MORFIS (Yanik et al., 2018) (siehe Tabelle 2.10).

Als Medium fiir die HEK293T-Zellen diente DMEM +++ (sieche Tabelle 2.8). Fiir die
Kultur der HEK293™ORFIS_7Zellen wurde DMEM +++ verwendet, welches zur Selektion

zusatzlich mit 1 % Geneticin-Losung supplementiert war (siehe Tabelle 2.8).
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Die Zellen wuchsen in beschichteten Petrischalen im Brutschrank bei 37 °C,
100 % Luftfeuchtigkeit und 5 % COx.

StandardmaBig wurde eine 1:10-Aufteilung der Zellen alle 3 bis 4 Tage durchgefiihrt,
sodass ein Erreichen vollstdndiger Konfluenz verhindert wurde. Dazu wurde das Medium
von den Zellen abgenommen und die Zellen mit 10 ml sterilem PBS gewaschen.
AnschlieBend wurde 1 ml Accutase auf die Zellen gegeben und ca. 5-10 Min. bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach vollstandiger Ablosung der Zellen wurde die Reaktion
der Accutase mit 9 ml des jeweiligen Zellkulturmediums abgestoppt und die
Zellsuspension wurde durch Auf- und Abpipettieren homogenisiert. 1 ml der so
erhaltenen Zellsuspension wurde auf frische Petrischalen aufgeteilt und es wurde mit
10 ml des jeweiligen Zellkulturmediums aufgefiillt. Die Passagenzahl erhohte sich durch
diesen Vorgang um 1. Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurden nur
Zellen verwendet die eine maximale Passagenzahl von 25 aufwiesen.

Zur langerfristigen Aufbewahrung wurden die Zellen in Einfriermedium (siche
Tabelle 2.8) resuspendiert und in Einfrierrdhrchen zunéchst fiir 2 Tage bei -80 °C in
Isopropanol aufbewahrt. Im Anschluss wurden die Einfrierréhrchen bei -196 °C in
fliissigem Stickstoff gelagert.

Alle Arbeiten an Zellen wurden unter einer Reinluftwerkbank durchgefiihrt.

2.2.5 Aussaat einer definierten Anzahl von Zellen

Die Aussaat einer definierten Anzahl von Zellen erfolgte unter Zuhilfenahme einer
Neubauer improved-Zihlkammer (siehe Tabelle 2.1). Hierzu wurde die durch Abldsen
der Zellen gewonnene und griindlich homogenisierte Zellsuspension 1 : 1 mit dem
entsprechenden Zellkulturmedium verdiinnt, durchmischt und unter das Deckglas der
Zahlkammer pipettiert. Das Deckglas war zuvor nach Anhauchen aufgesetzt und auf
Newtonsche Ringe gepriift worden, um einen korrekten Abstand zur Zdhlkammer
sicherzustellen. Im Anschluss erfolgte das Auszédhlen der Zellen in den 4 Eckquadraten.
Zellen, welche die obere und untere mittlere Begrenzungslinie beriihrten, wurden dabei
noch mitgezdhlt. Es wurde dann das arithmetische Mittel der bestimmten Zellzahlen
gebildet und aufgrund der 1:1-Verdiinnung mit 2 multipliziert. Eine Multiplikation mit
10000 ergab dann die Zellzahl pro ml Zellsuspension. Die Zellsuspension wurde dann
entsprechend der gewiinschten Zellzahl in die Wells einer Zellkulturplatte gegeben. Im
Anschluss wurde mit dem entsprechenden Medium auf das gewiinschte Volumen im Well

aufgefiillt.
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2.2.6 Transfektion mit Polyethylenimin (PEI)

Fir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten transienten Transfektionen zur
Einbringung von Plasmid-DNA in eukaryotische Zellen wurde Polyethylenimin (PEI)
verwendet (Boussif et al., 1995). PEI ist ein aufgrund von zahlreichen Aminogruppen
kationisches Polymer, welches in der Lage ist, mit anionischen Nukleinsduren, wie zum
Beispiel Plasmid-DNA, PEI/DNA-Komplexe zu bilden. Diese kdnnen verwendet
werden, um hochreine Plasmid-DNA in Zellen einzubringen. Des Weiteren bewirken die
PEI/DNA-Komplexe einen Schutz der DNA vor lysosomaler Degradation. Die
Transfektionseffizienz ist hierbei von vielen verschiedenen Faktoren wie zum Beispiel
der DNA-Konzentration, dem PEI/DNA-Verhidltnis und den Bedingungen bei der
Bildung der PEI/DNA-Komplexe abhédngig (Yang et al., 2017).

Ungefdhr 0,5 bis 1 h vor der eigentlichen Transfektion wurde das Zellkulturmedium
gewechselt, wobei das Volumen auf 300 ul fiir 24 Well-Platten und 1,5 ml fiir 6 Well-
Platten reduziert wurde. Zur Durchfilhrung der Transfektionen wurden zunéchst die
jeweiligen Plasmidldsungen in 150 mM NaCl-Losung verdiinnt. Die Volumina der
Plasmidlésungen wurden dabei anhand ihrer zuvor photometrisch bestimmten DNA-
Konzentrationen so gewihlt, dass jeweils die gewlinschte DNA-Menge pro
Transfektionsansatz erreicht wurde. Die Volumina der NaCl- sowie der spiter
hinzugegebenen PEI-Losung wurden durch die Grofle der Wells, in denen die zu
transfizierenden Zellen wuchsen, bestimmt (siche Tabelle 2.13). Nach Zugabe aller fiir
den Versuch notwendigen Plasmide wurde PEI-Losung zum Ansatz hinzugefiigt. Die
Ansidtze wurden darauthin kurz gevortext und fiir 5 Min. bei Raumtemperatur inkubiert,
sodass sich die PEI/DNA-Komplexe formieren konnten. Die fertigen
Transfektionsansitze wurden darauthin tropfchenweise iiber die Wells verteilt, um bereits
initial eine moglichst gute Verteilung im Well zu erreichen. Eine weitere Durchmischung
wurde durch vorsichtiges Schwenken der Wells erreicht. Ca. 4 h nach der Transfektion
wurde ein Medienwechsel, bei dem das Volumen wieder auf 700 pl fiir 24 Well-Platten
und 2 ml fiir 6 Well-Platten erhdht wurde, durchgefiihrt.

Tabelle 2.13: Reagenzienvolumina fiir Transfektionsexperimente

Well-Format Volumen NaCl-Losung Volumen PEI-Losung
6 Well-Platte 100 ul 200 ul
24 Well-Platte 30 pl 40 pul
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2.2.7 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie wurde im Rahmen dieser Arbeit zur Abschitzung der
Transfektionseffizienz verwendet. Zellen, die eine blaue Fluoreszenz zeigten, wurden
nach Transfektion des Cas9-BFP-Plasmides (siehe Tabelle 2.4) im Rahmen von
Versuchen zur DNA-Ligase-Protein-Quantifikation und des MTT-Assays als erfolgreich
transfiziert betrachtet. Die Expositionszeit der Zellen gegeniiber dem anregenden Licht

wurde moglichst kurz gehalten.

2.2.8 Proteinisolation aus Saugetierzellen

Die Herstellung von Gesamtproteinisolaten aus Saugetierzellen wurde mittels der
,Freeze-Thaw-Methode* durchgefiihrt. Dazu wurde zunédchst das Medium von den
Zellen abgenommen. Die Zellen wurden darauthin mit kaltem PBS gewaschen. Je nach
weiterer Verwendung der Proteine wurde entweder PBS, wenn die Proteine fiir
umgehende Messungen verwendet wurden, oder 1:5 mit ddH>O verdiinnter 5x Renilla
Luciferase Assay Lysis Buffer (siehe Tabelle 2.3), wenn die Proteinisolate zunichst
bei -20 °C eingefroren werden sollten, zur Lyse auf die Zellen gegeben. Die Volumina
pro Well wurden an die GréBen der Wells angepasst (siche Tabelle 2.14).

Die Zellen wurden daraufhin durch Kratzen mit dem Zellschaber im Falle von 6 Well-
Platten oder durch Auf- und Abpipettieren im Falle von 24 Well-Platten resuspendiert.
Weiteres Auf- und Abpipettieren diente zur Homogenisierung der Zellsuspension. Die
Zellsuspension wurde darauthin in fliissigem Stickstoff schockgefroren, bei
Raumtemperatur wieder aufgetaut und gevortext. Es schloss sich ein weiterer Zyklus mit
zligigem Einfrieren in fliissigem Stickstoff und Auftauen bei Raumtemperatur an. Zur
Entfernung der Zelltrimmer aus der Proteinldsung wurden die Zellen bei 5 °C und
17968 x g fiir 5 Min. zentrifugiert. Der proteinhaltige Uberstand wurde im Anschluss in
ein frisches Mikroreaktionsgefal3 iiberfiihrt.

Alle Reagenzien sowie die Zellsuspensionen und Proteinisolate wurden permanent auf

Eis aufbewahrt.

Tabelle 2.14: Reagenzienvolumina fiir die Proteinisolation aus Sdugetierzellen

Well-Format | Volumen PBS (Waschen) Volumen PBS/Lysepuffer (Lyse)
6 Well-Platte 1 ml 750 pul
24 Well-Platte 0,5 ml 200 pl
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2.2.9 Coomassie Plus (Bradford)-Assay

Die Bestimmung der Konzentration von Proteinldsungen wurde mittels Bradford-Assay
durchgefiihrt (Bradford, 1976). Hierzu wurde das Pierce Coomassie Plus (Bradford)
Protein-Assay-Kit verwendet (sieche Tabelle 2.11).

Zunichst wurden 1 pl der Protein-Losung mit 49 ul PBS verdiinnt. Als Leerwert dienten
50 ul reines PBS. Die Proben wurden mit jeweils 1,5 ml Coomassie-Losung aufgefiillt,
gevortext und 10 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben
in Einmalkiivetten iiberfiihrt. Die Messung der Extinktion erfolgte mittels Photometer,
wobei zundchst eine Messung des Leerwertes zur Kalibrierung erfolgte. Die Berechnung
der Konzentration der Ausgangslosungen erfolgte nach Angabe der Probenverdiinnung

automatisch durch das Photometer.

2.2.10 Transfektion von Zellen fiir die Quantifikation von DNA-Ligase-Protein

Zum Nachweis einer verringerten Expression der DNA-Ligasen und damit verringertem
DNA-Ligase-Proteingehalt nach CRISPR/Cas9 und NHEJ-vermitteltem KO wurden
zundchst HEK293T-Zellen unausgezéhlt auf eine 6 Well-Platte ausgesét, wobei 0,5 ml
Zellsuspension und 1,5 ml DMEM+++ in die Wells gegeben wurden. Die Zellen wuchsen
daraufhin ca. 24 h im Brutschrank bis zu einer Konfluenz von ca. 60-70 %. Im Anschluss
erfolgte eine Transfektion gemiB Protokoll (sieche 2.2.6) nach dem in Tabelle 2.15

angegebenen Schema.

Tabelle 2.15: Transfektionsschema fiir die Quantifikation von DNA-Ligase-Protein nach
CRISPR/Cas9-vermitteltem DNA-Ligase-KO. Die angegebenen Zahlen beziehen sich
auf die Menge an transfizierter Plasmid-DNA in ng.

1 2 3 4
Cas9-BFP 5000 5000 5000 5000
Lig.1-KO 5000

Lig.3-KO 5000

Lig.4-KO 5000

Die Zellen wuchsen im Anschluss bis zu einer Konfluenz von >90 %. Danach erfolgte
entweder die direkte Isolation des Gesamtproteins aus den Zellen (siehe 2.2.8) oder
zunichst eine Anreicherung BFP-positiver Zellen mittels FACS (siehe 2.2.11).

In einigen Versuchen wurde die Transfektion der Zellen bis zum Erreichen der
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entsprechenden Konfluenz mehrfach wiederholt, um so den Anteil an transfizierten

Zellen zu steigern.

2.2.11 Anreicherung von Zellen mittels Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)
Fluorescence-activated cell sorting (FACS) (Bonner et al., 1972; Hulett et al., 1969)
wurde im Rahmen dieser Arbeit zur Anreicherung erfolgreich transfizierter Zellen vor
dem Verfahren zur Quantifikation der DNA-Ligase-Proteinmenge in den Zellen
eingesetzt. Dies war moglich, da das verwendete Cas9-BFP-Plasmid neben der Cas9-
Sequenz zusitzlich eine Sequenz trug, welche fiir ein blau-fluoreszierendes Protein (BFP)
codierte. Die erfolgreich transfizierten Zellen, die angereichert werden sollten, waren
daher BFP-positiv.

Als Vorbereitung auf das eigentliche FACS wurde zunéchst das Medium von den Zellen
abgenommen. Im Anschluss wurden die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen und es wurde
0,5 ml Accutase auf die Zellen gegeben. Nachdem sich die Zellen ausreichend abgeldst
hatten, erfolgte das Abstoppen mit 1,5 ml DMEM+++ und eine Homogenisierung der
Zellsuspension durch Auf- und Abpipettieren. Die Zellsuspension wurde daraufhin in ein
15 ml-Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt und bei 4 °C und 280 x g fiir 10 Min. zentrifugiert.
Nach Entfernung des Uberstandes wurden 10 ml PBS auf die Zellen gegeben, die Zellen
resuspendiert und erneut bei 4 °C und 280 x g fiir 10 Min. zentrifugiert. Der vorangehende
Schritt wurde noch einmal mit einem Volumen von 5 ml PBS wiederholt. Im Anschluss
wurden die Zellen in 500 pl kaltem, sterilem ARIA-Puffer (siehe Tabelle 2.7)
resuspendiert und auf Eis aufbewahrt.

Kurz vor der FACS-Anreicherung wurde die so erhaltene Zellsuspension durch einen
35 um-Filter pipettiert, um fiir das FACS-Gerit zu grofle Partikel zu entfernen. Die
eigentliche FACS-Anreicherung wurde dann in der FACS Core Facility des Instituts fiir
Klinische Immunologie und Transfusionsmedizin im ForMed durchgefiihrt. Das Sorting
erfolgte in PBS. Das 15 ml-Zentrifugenréhrchen wurde zuvor invertiert, um die Wénde
mit PBS zu benetzen und so eine Zerstorung der Zellen bei Auftreffen auf die
Rohrchenwand zu verhindern.

Nach dem Sorting wurden die als BFP-positiv angereicherten Zellen bei 4 °C und 500 x g
fiir 10 Min. zentrifugiert und nach Entfernung des Uberstandes in 100 pl von zuvor 1:5
mit ddH>O verdiinntem Renilla Luciferase Assay Lysis Buffer 5x resuspendiert. Es

schloss sich eine Isolation des Gesamtproteins aus den Zellen an (siehe 2.2.8).
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2.2.12 SDS-PAGE

Die denaturierende diskontinuierliche Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Elektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) dient der Auftrennung von Proteinen nach
threr GroBe. Sie wurde im Rahmen dieser Arbeit zusammen mit dem nachfolgenden
Western Blot mit dem Ziel des Nachweises eines verringerten DNA-Ligase-
Proteingehalts der Zellen nach erfolgtem DNA-Ligase-KO verwendet. Die Durchfiihrung
erfolgte unter nicht reduzierenden Bedingungen.

Als Vorbereitung wurden die Polyacrylamid-Gele fiir die SDS-PAGE hergestellt. Die in
dieser Arbeit verwendeten Trenngele hatten einen Polyacrylamid-Anteil von 10 %.
Hierzu wurden zunichst die fiir das GieBen der Gele notwendigen Glasscheiben mit
70 % Ethanol in ddH2O gereinigt und unter Einbau einer Dichtung zusammengesetzt. Das
Trenngel setzte sich wie in Tabelle 2.16 angegeben zusammen. Nach dem Starten der
Polymerisationsreaktion mit APS und TEMED wurde das Trenngel ziigig durchmischt,
luftblasenfrei zwischen die zusammengesetzten Glasscheiben gegossen und mit
100 % Ethanol iiberschichtet. Es polymerisierte danach fiir 45 Min. bei Raumtemperatur
aus. Im Anschluss wurde das Ethanol vollstindig abgekippt und etwaige Reste mit
Tiichern entfernt.

Es folgte die Herstellung des 4%-Sammelgels gemaf Tabelle 2.17. Nach dem Starten der
Polymerisationsreaktion durch Zugabe von APS und TEMED wurde das Sammelgel
zligig durchmischt und iiber das Trenngel gegossen. Es wurde ein Kamm in das
Sammelgel gesteckt. Dem Sammelgel wurden dann 45 Min. zum Auspolymerisieren
gegeben.

Zur Durchfiihrung der SDS-PAGE wurden die Gele nach Entfernung der Dichtungen in
die Laufkammer eingespannt und die Laufkammer mit SDS-PAGE-Laufpuffer
luftblasenfrei befiillt. AnschlieBend wurde der Kamm entfernt, sodass die vorbereiteten
Proteinproben in die so entstandenen Taschen gegeben werden konnten. Zur Vorbereitung
der aus den Zellen isolierten Proteinproben (siehe 2.2.8) wurden diese mit PBS verdiinnt,
wobei das Volumen der Proteinprobe so gewdhlt wurde, dass die jeweils gewlinschte
Gesamtproteinmenge pro Tasche im Gel erreicht wurde. Bei Durchfiihrung von SDS-
PAGE und Western Blot zum Nachweis eines verringerten DNA-Ligase-Proteingehalts
der Zellen nach KO wurde die Gesamtproteinmenge in den einzelnen Taschen eines Gels
konstant gehalten. Die aufgetragenen Gesamtproteinmengen waren durch vorherige
Verdiinnungsreihen optimiert worden. Das PBS-Volumen wurde so gewéhlt, dass sich ein

Gesamtvolumen der vorbereiteten Proteinprobe von 20 pl ergab. AnschlieBend wurden

39



noch 5 pul SDS-PAGE-Proben-Puffer (5x Lammli) hinzugegeben und die Proben fiir 15
Min. bei 98 °C im Heizblock erhitzt.

Nach Auftragen der Proteinproben und Gréenmarker auf das Gel lief die SDS-PAGE fiir
60 Min. bei 100 V.

Tabelle 2.16: Zusammensetzung des 10 %-Trenngels fiir die SDS-PAGE

1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 6,25 ml
20 % SDS 125 ul
30 % Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1 9 ml
ddH->0O 9,75 ml
10 % APS 200 pl
TEMED 20 ul

Tabelle 2.17: Zusammensetzung des 4 %-Sammelgels fiir die SDS-PAGE

0,5 M Tris/HCI, pH 6,8 5,0 ml

20 % SDS 50 ul

30 % Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1 2,2 ml
ddH->0O 2,8 ml

10 % APS 100 pl

TEMED 15 pl

2.2.13 Western Blot

Die Durchfiihrung des Western Blots schloss sich direkt an die Durchfiihrung der
diskontinuierlichen SDS-PAGE an und wurde als Semi Dry-Blot (Kyhse-Andersen,
1984) durchgefiihrt.

Zunidchst wurde das Gel nach abgelaufener SDS-PAGE zugeschnitten, wobei das
Sammelgel sowie Anteile des Trenngels, die kein Protein oder Marker enthielten, entfernt
wurden. AnschlieBend wurde eine Nitrocellulosemembran (siche Tabelle 2.2) sowie zwei
dicke (Whatman gel blotting papers, Grade GB005) (siehe Tabelle 2.2) und vier diinne
(Whatman cellulose chromatography papers, Grade 3MM Chr) Western Blot-Papiere
(siche Tabelle 2.2) in der GroBe des so verkleinerten SDS-PAGE-Gels zugeschnitten. Fiir
die Durchfiihrung des Western Blots wurde ein Blot-Transfer-Puffer eingesetzt, der sich
wie in Tabelle 2.18 beschrieben, zusammensetzte.

Das Gel sowie die Nitrocellulosemembran und Western Blot-Papiere wurden mit dem so
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hergestellten Blot-Transfer-Puffer getréinkt. Im Anschluss wurde die Anordnung fiir den
Western Blot wie folgt aufgebaut: Auf die Anode des Blotting-Geréts wurde eine Lage
dickes Western Blot-Papier gelegt, welches wiederum mit zwei Lagen diinnem Western
Blot-Papier bedeckt wurde. Nun wurde die Nitrocellulose-Membran aufgelegt, auf
welcher das SDS-PAGE-Gel platziert wurde. Dieses wurde zundchst mit zwei Lagen
diinnem Western Blot-Papier bedeckt, auf welche zuletzt eine Lage dickes Western Blot-
Papier gelegt wurde. Zwischen dem Auflegen der einzelnen Schichten wurde vorsichtig
mit einem Reagenzglas iiber die zuletzt aufgelegte Schicht gerollt, um etwaige
Luftbliaschen zu entfernen. Zum Schluss wurde die Kathode auf die Anordnung gesetzt.
Im Anschluss wurde fiir 75 Min. geblottet, wobei fiir den Blotelutor B35 eine Stromdichte
von 1,2 mA pro cm? Gel verwendet wurde. Bei Verwendung des Trans-Blot Turbo wurde
fiir 57 Min. mit 200 mA geblottet.

Nach Abschluss des Western Blots wurde die Semi Dry Blot-Anordnung abgebaut und
die erfolgreiche Ubertragung der Proteine auf die Nitrocellulose-Membran durch
Einlegen der Membran in 5 % Essigsdure-Ponceau S-Losung liberpriift, durch welche die
Proteinbanden durch eine Rotfarbung visualisiert werden konnten. Die 5 % Essigsdure-
Ponceau S-Losung wurde im Anschluss mit ddH>O abgewaschen.

Die Nitrocellulosemembran wurde darauthin iiber Nacht bei 4 °C und 10 rpm auf einem
Taumelschiittler in TBS + 3 % Milchpulver (w/v) (siehe Tabelle 2.7) inkubiert. Am
nidchsten Tag wurde die Nitrocellulosemembran einmalig in TBS mit je nach
verwendetem Antikorper unterschiedlichem Detergenzzusatz (siehe Tabelle 2.19) fiir
15 Min. gewaschen. Es schlossen sich zwei 15 Min. dauernde Waschschritte in TBS an,
zwischen denen das TBS gewechselt wurde. Diese sowie alle folgenden Waschschritte
wurden auf dem Taumelschiittler bei Raumtemperatur und 10 rpm durchgefiihrt.
Nachfolgend wurde die Nitrocellulosemembran auf Héhe der 50 kDa-Bande in zwei Teile
geteilt. Der Teil, auf welchem sich die Proteine mit den hheren Molekulargewichten und
damit auch die DNA-Ligase-Banden befanden, wurde mit einem Primérantikdrper gegen
die jeweilige DNA-Ligase inkubiert. Derjenige Teil, auf welchem sich die Proteine mit
den niedrigeren Molekulargewichten und damit auch die Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) und Aktin befanden, wurde mit einem gegen die GAPDH bzw.
Aktin gerichteten Primérantikorper inkubiert. Die Verdiinnung der Antikérperlésungen
sowie die Inkubations- und Waschbedingungen variierten je nach verwendetem
Antikorper und sind Tabelle 2.19 zu entnehmen. Die Nitrocellulosemembranen wurden

mit der jeweiligen so erhaltenen Primérantikdrperlosung auf dem Taumelschiittler bei
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Raumtemperatur und 10 rpm fiir 2 h inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde
die Primérantikorperlosung entfernt und die Nitrocellulosemembranen nach dem oben
beschriebenen Schema zunidchst einmal mit Detergenzlosung (siehe Tabelle 2.19) und
danach zweimal mit TBS gemil} oben beschriebenem Schema gewaschen.
AnschlieBend wurde die Sekundirantikorperlosung (sieche Tabelle 2.19) auf die
Nitrocellulosemembranen gegeben. An die Sekundirantikérper war das Enzym
Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase; HRP) gekoppelt, welches zur spéteren
Visualisierung der Proteinbanden diente. Die Nitrocellulosemembranen wurden entweder
iiber Nacht bei 4 °C oder fir 1,5 h bei Raumtemperatur mit der verdiinnten
Sekundérantikorperldsung inkubiert. Im Anschluss an die Inkubationszeit wurde erneut
ein Waschschritt mit Detergenzlosung (sieche Tabelle 2.19) sowie danach zwei
Waschschritte mit TBS gemal3 des oben beschriebenen Schemas durchgefiihrt.

Nach dem letzten Waschschritt wurden die Nitrocellulosemembranen abgetropft. Ein
vollstdndiges Austrocknen der Nitrocellulosemembranen wurde zu allen Zeitpunkten
verhindert. Unmittelbar danach wurde ein zuvor vorbereitetes Detektionsreagenz aus dem
Amersham ECL Western Blotting Detection Reagent auf die Membran aufgetropft. Nach
einer Inkubationszeit von 3 Min. bei Raumtemperatur wurde {iberschiissiges
Detektionsreagenz abgetropft und die Membranteile dem Zustand vor der Zerteilung der
Membran (s.0.) entsprechend auf einer Kunststofffolie angeordnet und luftblasenfrei mit
einer zweiten transparenten Kunststofffolie bedeckt. Nach Auflegen eines Rontgenfilms
auf die zweite transparente Kunststoftffolie unter Lichtschutz wurde die
Nitrocellulosemembran mit dem Rontgenfilm in einer Rontgenkassette inkubiert. Die
Inkubationszeit wurde so gewéhlt, dass moglichst deutlich sichtbare Banden bei geringem
Hintergrund erzeugt wurden. Im Anschluss wurden die Rontgenfilme mittels Scanner
digitalisiert. Die Intensitdt der Rontgenfilmschwirzung erlaubte einen Riickschluss auf
die Menge des interessierenden Proteins. GAPDH und Aktin dienten als Ladekontrolle,
um die Auftragung gleicher Gesamtproteinmengen in die einzelnen Taschen des Gels zu

iiberpriifen.

Tabelle 2.18: Zusammensetzung des Western Blot-Transfer-Puffers

10x Western Blot-Transfer-Puffer 10 ml
(siehe Tabelle 2.7)

Methanol 10 ml

ddH,0O 80 ml
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Die Bedingungen unter denen der Western Blot und die nachfolgende Proteindetektion
durchgefiihrt wurden, wurden im Rahmen der Entstehung dieser Arbeit zur Optimierung
mehrfach variiert. Das in Tabelle 2.19 angegebene Vorgehen entspricht dem letzten

durchgefiihrten Protokoll.

Tabelle 2.19: Durchfiihrung der Proteindetektion auf der Nitrocellulosemembran

anti-DNA
Ligase 1 (rabbit,
polyclonal)

Verwendung des Blotelutor B35. Primédrantikérper 1 : 500 in
Ix TBS verdiinnt. 1. Waschschritt jeweils mit 1x TBS + 0,05 %
Tween 20 (v/v). Sekundérantikorper 1 10000 in 1x TBS

+ 3 % (w/v) Milchpulver.

anti-DNA
Ligase 3 (rabbit,

Verwendung des Blotelutor B35. Priméarantikorper 1 : 500 verdiinnt
in 1x TBS. 1. Waschschritt jeweils mit 1x TBS + 0,05 %
Tween 20 (v/v) + 0,2 % Triton x 100 (v/v). Sekundirantikdrper

polyclonal) . .
1 : 10000 verdiinnt in 1x TBS + 3 % (w/v) Milchpulver.
anti-DNA Verwendung des Trans-Blot Turbo. Primérantikérper 1 : 100
Ligase 4 verdiinnt in 1x TBS. 1. Waschschritt jeweils mit 1x TBS + 0,05 %
(mouse, Tween 20 (v/v). Sekundirantikorper 1 : 10000 verdiinnt in 1x TBS
monoclonal) + 1 % (w/v) Milchpulver.
Verwendung des Blotelutor B35. Primédrantikorper 1 : 250 verdiinnt
anti-DNA

Ligase 4 (rabbit,

in 1x TBS. 1. Waschschritt jeweils mit 1x TBS + 0,05 %
Tween 20 (v/v). Sekundérantikorper 1 : 10000 verdiinnt in 1x TBS

polyclonal)
+ 1 % (w/v) Milchpulver.
anti-GAPDH | 1 : 2500-Verdiinnung in gleicher Losung wie jeweiliger Ligase-
(rabbit, Antikorper. Auch Waschschritte und Sekundérantikorperlosung
monoclonal) entsprechend.
anti-Aktin 1 : 2000-Verdiinnung in gleicher Losung wie jeweiliger Ligase-
(mouse, Antikorper. Auch Waschschritte und Sekundérantikdrperlosung
monoclonal) entsprechend.

2.2.14 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
Die Durchfiihrung des Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) (Engvall &
Perlmann, 1971; van Weemen & Schuurs, 1971) erfolgte im Rahmen dieser Arbeit zur

Darstellung eines verringerten DNA-Ligase-Proteingehalts in den Zellen nach KO. Die
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ELISAs wurden mittels kommerziell erhiltlicher Kits (siehe Tabelle 2.11) nach den
jeweiligen Herstellervorgaben durchgefiihrt.

Die ELISAs wurden mit Proteinisolaten (siche 2.2.8) aus zuvor mittels FACS (siche
2.2.11) angereicherten HEK293T-Zellen durchgefiihrt, welche BFP exprimierten und
daher als erfolgreich transfiziert betrachtet wurden. Die Gesamtproteinkonzentration
wurde dabei im Falle des Lig.1- und Lig.4-ELISA auf 60 pg/ml verdiinnt. Im Falle des
Lig.3-ELISA wurde auf eine Gesamtproteinkonzentration von 100 ug/ml verdiinnt. Es
wurden jeweils die gleichen Gesamtproteinkonzentrationen von Proben mit Transfektion
des DNA-Ligase-KO-Plasmids und Vergleichsproben mit alleiniger Transfektion des
Cas9-BFP-Plasmids ohne Transfektion des DNA-Ligase-KO-Plasmids verwendet, um
eine Vergleichbarkeit zu erreichen. Die Quantifikation der DNA-Ligase-
Proteinkonzentration erfolgte anhand einer Standardgeraden, die anhand einer
Verdiinnungsreihe eines DNA-Ligase-Protein-Standards fiir jede einzelne Durchfiihrung
des ELISA neu generiert wurde

Die ELISAs wurden zum KO-Nachweis jeweils einmalig durchgefiihrt, sodass die
angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen anhand der dreifachen Messung

eines Versuches errechnet wurden.

2.2.15 MMEJ-Assay

Das in der AG Stieger entwickelte MMEJ-Assay dient der Evaluation der Effizienz des
,knock-in“ groler DNA-Sequenzen in den murinen RPGR-ORF15-Lokus im Rahmen
des MMEJ-Reparaturmechanismus. Es basiert auf der HEK293mORFIS_7Zellinie, welche
das murine RPGR-ORF15-Exon unter Kontrolle eines CM V-Promotors stabil im Genom
integriert hat. Zur Durchfiihrung des Assays werden die Plasmide px459-T7, gRNAhI-1
sowie ein Donorplasmid XX bp-MH-Luc in die Zellen transfiziert. Das XX bp-MH-Luc-
Plasmid enthélt eine Sequenz, die fiir eine Luziferase codiert, jedoch nicht unter der
Kontrolle eines Promotors steht. Die Luziferasesequenz wird von je nach
experimentellem Aufbau unterschiedlich langen DNA-Abschnitten flankiert (sog.
Mikrohomologiearme bzw. MH-Arme), die homolog zu den DNA-Sequenzen an den
Enden des RPGR-ORF15-Exons sind. Das px459-T7-Plasmid enthélt die Sequenz fiir ein
Cas9-Protein sowie fiir zwei gRNAs, die zusammen zur Induktion von DSBs an den
Réndern der MH-Arme fiihren. Hierbei ist eine PAMin-Variante, bei der an den MH-
Armen ein Uberhang von 6 bp entsteht, von einer PAMout-Variante mit 17 bp-Uberhang
zu unterscheiden. Das gRNA h1-1-Plasmid enthélt die Sequenz fiir zwei gRNAs, die zu
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einer DSB-Induktion beidseits im Bereich des genomisch integrierten RPGR-ORF15-
Exon fiihren. Nach Induktion der DSBs kommt es, wie in Abbildung 2.2 dargestellt, unter
Vermittlung der MH-Arme im Rahmen des MMEJ-Reparaturmechanismus zu einer
Integration der Luziferasesequenz in das Genom an Stelle des RPGR-ORF15-Exons. Die
Luziferasesequenz gelangt dadurch unter die Kontrolle des CMV-Promotors und wird
exprimiert. Eine hohere Effizienz der korrekten Integration der Luziferase-Sequenz in das
Genom bedingt eine hohere Luziferaseaktivitit in Proteinisolaten aus den Zellen. Die
spatere Quantifikation der Luziferaseaktivitit erlaubt daher einen Riickschluss darauf,

wie effizient die Luziferasesequenz korrekt integriert wurde (Yanik et al., 2018).

HEK293mORF1s
gl ORF15 @2

CMV
:‘.o. '9. ECHDA

-

>
v

cleavage & recombination
cmv ORF 15

:‘-:.:-:. TCHER

active luciferase within the genome

Abbildung 2.2: Prinzip des MMEJ-Assay. grine und blaue Kisten:
Mikrohomologiearme, roter Pfeil: Luziferasesequenz (leer: inaktiv, gefiillt: aktiv), CMV:
CMV-Promotor, gl und g2: Targetsequenzen fiir gRNAs des gRNA h1-1-Plasmids, g3
und g4: Targetsequenzen fiir gRNAs des px459-T7-Plasmids, ORF15: murines RPGR-
ORF15-Exon. Abbildung verdndert nach (Yanik et al., 2018) mit freundlicher
Genehmigung von Prof. Dr. Dr. K. Stieger.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das MMEJ-Assay (Yanik et al., 2018) verwendet, um
den Einfluss der verwendeten DNA-Ligase-KO-Strategie auf die MMEJ-vermittelte
Integration der Luziferasesequenz in den murinen RPGR-ORF15-Lokus zu eruieren. Es
wurde die PAMout-Variante der Donorplasmide genutzt. Verwendet wurden im Rahmen
dieser Arbeit MH-Arme mit einer Lange von 10, 15 und 30 bp. Fiir jede dieser MH-
Armléangen wurde eine Kotransfektion des Lig.1-, Lig.3- oder Lig.4-KO-Plasmides
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durchgefiihrt. Die DNA-Ligasen wurden hierbei einzeln ausgeknockt. Die Messung der
Luziferaseaktivitit erfolgte in relative luminescence units (RLU).

Zur Durchfiihrung wurden HEK293™ORFIS_Zellen auf eine 24 Well-Platte mit
150.000 Zellen pro Well ausgesit. Das Volumen an Medium betrug 700 ul pro Well.

Die Zellen wuchsen darauthin fiir ca. 24 h im Brutschrank bis zu einer Konfluenz von ca.
50-70 % bevor die Transfektion gemal Protokoll (siehe 2.2.6) nach dem in Tabelle 2.20
angegebenen Schema durchgefiihrt wurde.

Well 1 diente hierbei als Negativkontrolle, in welcher das gRNA hl-1-Plasmid nicht
kotransfiziert wurde, sodass es zu keiner Doppelstrangbruchinduktion im Genom der
Zelle und keiner Integration der Luziferasesequenz kommen sollte. Dementsprechend
sollte es auch in diesem Well zu keiner Luziferaseexpression und somit zu keiner
messbaren Luziferaseaktivitit kommen. Well 14 stellte demgegeniiber eine
Positivkontrolle mit konstitutiver Luziferaseexpression durch Transfektion des RLuc8-
Plasmides dar. Das RLuc8-Plasmid wurde nicht nach DNA-Menge, sondern nach
Volumen der Plasmidlosung dosiert. Das TOPO-VEGF-Plasmid enthdlt keinen
eukaryotischen Promotor und diente als ,Fiillvektor”. Seine Zugabe diente dazu, die
DNA-Mengen zwischen den einzelnen Transfektionsansdtzen konstant zu halten, um eine
Beeinflussung der Transfektionseffizienz und somit auch der Luziferaseaktivitit durch
unterschiedliche DNA-Mengen auszuschlief3en.

Die Zellen wuchsen daraufhin ca. 72 h im Brutschrank, wobei tdglich ein Medienwechsel
durchgefiihrt wurde.

Nach Ablauf der 72 h-Periode wurden Gesamtproteinisolate der Zellen nach Protokoll
(siehe 2.2.8) hergestellt.

Jeweils 60 pl des so erhaltenen proteinhaltigen Uberstandes wurden umgehend in die
Wells einer Platte fiir Lumineszenzmessungen pipettiert, sodass pro Well auf der 24 Well-
Platte zwei Messungen durchgefiihrt werden konnten. Zuvor wurde Luziferasesubstrat
mit Emissionsmaximum bei ca. 480 nm (Coelenterazin h) (siche Tabelle 2.3) mit PBS
1:100 verdiinnt und nach griindlicher Durchmischung mit dem Vortex fiir ca. 20 Min. bei
Raumtemperatur unter Lichtschutz inkubiert.

Die Quantifikation der Luziferaseaktivitit in den Proteinisolaten erfolgte schlieBlich
mittels eines Platereaders. Automatisiert wurden in jedes Well der Platte fiir Lumines-
zenzmessungen 100 pl des zuvor verdiinnten Luziferasesubstrates injiziert. Die darauthin
durch die Luziferasetitigkeit emittierten Photonen wurden quantifiziert. Die Messungen

wurden als Duplikate durchgefiihrt. Der Versuch wurde insgesamt viermal wiederholt.
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Tabelle 2.20: Transfektionsschema fiir das MMEJ-Assay. Die Zahlen beziehen sich auf
die Menge der zugegebenen Plasmid-DNA in ng. Fiir das RLuc8-Plasmid wurde

demgegeniiber das verwendete Volumen an Plasmidlosung in pl angegeben.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14

gRNA
hl-1

px 459-
T7

10 bp-
MH-Luc

1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000

500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500

1000|1000 | 1000 | 1000 | 1000

15 bp-
MH-Luc 1000 | 1000|1000 | 1000

30 bp-
MH-Luc 1000 | 1000 | 1000 | 1000

TOPO-
VEGF

2000|1000 1000 1000

Lig.1-
1
KO 1000 1000 000

Lig.3-
KO 1000 1000 1000

Lig.4-
1000
KO 1000 1000

RLuc8 1

2.2.16 BRET-Reporter-Assay

Das in der AG Stieger entwickelte BRET-Reporter-Assay dient der Quantifikation der
NHEJ-Aktivitdt in Zellen. Es konnen hierbei relative Verdnderungen der NHEJ-Aktivitét
nach unterschiedlichen Behandlungen von Zellen, zum Beispiel wie im Rahmen dieser
Arbeit geschehen, nach KO von DNA-Reparaturproteinen nachgewiesen werden
(Wimmer et al., 2021). Das Assay beruht auf Bioluminescence Resonance Energy
Transfer (BRET). BRET bezeichnet den strahlungslosen Energieiibergang von einem
lichtemittierenden Biomolekiil (Donor) auf einen Akzeptor. Dieser wird dadurch angeregt
und emittiert Licht einer groBBeren Wellenldnge. Die Effizienz dieses Energieiibergangs
ist u.a. abhiingig von dem Grad der Uberlappung des Emissionsspektrums des Donors mit
der Anregungswellenlidnge des Akzeptors (siche Abbildung 2.3 A) sowie dem Abstand
und der rdumlichen Orientierung von Donor und Akzeptor (Xia & Rao, 2009; Wimmer et
al., 2016). Im Falle des verwendeten BRET-Reporter-Assays handelt es sich bei dem
Donor um eine Luziferase (RLuc8) (Loening et al., 2006) und bei dem Akzeptor um ein

griin-fluoreszierendes Protein (GFP2). Die auf dem T11-Plasmid befindlichen und fiir die
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RLuc8 und das GFP2 codierenden Sequenzen werden von einer Targetsequenz separiert
(siche Abbildung 2.3 B) und stehen unter der Kontrolle eines CMV-Promotors.
Dementsprechend wird ein Fusionsprotein aus RLuc8 und GFP2 exprimiert. Ein
Energielibergang im Sinne von BRET ist dementsprechend moglich, sodass die Emission
von Photonen mit Wellenlingen charakteristisch fiir die Luziferase und das GFP2
gemessen werden kann. Das Plasmid T3-3 tragt die Sequenz fiir Cas9 sowie eine gRNA,
welche zusammen zu einer DSB-Induktion im Bereich der Targetsequenz des T11-
Plasmids fiihren. Kommt es zu einer Reparatur der Targetsequenz durch NHEJ, so besteht
die Moglichkeit einer Frameshiftmutation in der GFP2-Sequenz durch die Bildung von
Indels. Diese filihrt zu einem Verlust der GFP2-Emission und damit zu einem Abfall des
Quotienten aus GFP2- und RLuc8-Emission (BRET-Ratio). Eine niedrige BRET-Ratio
entspricht dementsprechend einer hohen NHEJ-Aktivitit, wihrend eine hohe BRET-
Ratio einer niedrigen NHEJ-Aktivitét entspricht (Wimmer et al., 2021).

RLuc8 emittiert teilweise Photonen im Wellenldngenbereich der gemessenen GFP2-
Emission von 510 bis 540 nm (siehe Abbildung 2.3 C) (Wimmer et al., 2016). Es wurde
daher eine Kontrolle mit ausschlieBlicher Expression von RLuc8 mitgefiihrt, um eine
Hintergrund-BRET-Ratio messen zu konnen. Im Falle eines erfolgreichen
Energieiibergangs von RLuc8 auf GFP2 sollte die BRET-Ratio von Zellen, die das T11-
Plasmid erhalten hatten und somit zur Expression des Fusionsproteins aus RLuc8 und
GFP2 fahig waren, signifikant hoher liegen als die Hintergrund-BRET-Ratio der
ausschlieBlich RLuc8-exprimierenden Zellen (Wimmer et al., 2021).

Das BRET-Reporter-Assay diente im Rahmen dieser Arbeit der Evaluation des Einflusses
unserer DNA-Ligase-KO-Strategie auf die NHEJ-Aktivitidt in HEK 293T-Zellen.

Zur Durchfithrung des BRET-Reporter-Assays wurden HEK293T-Zellen ungezéhlt auf
eine 6 Well-Platte ausgesit. Es wurden hierbei pro Well 0,5 ml Zellsuspension und 1,5 ml
DMEM +++ verwendet.

Die Zellen wuchsen daraufhin fiir ca. 24 h im Brutschrank bevor die Transfektion geméaf
Protokoll (siehe 2.2.6) durchgefiihrt wurde. Die DNA-Mengen wurden wie in Tabelle
2.21 angegeben gewihlt. Die Menge der RLuc8-Plasmidlésung wurde anhand des
Volumens dosiert.

Nach erfolgter Transfektion wuchsen die Zellen fiir ca. 24 h, bevor eine Proteinisolation
(sieche 2.2.8) durchgefiihrt wurde. Jeweils 20 pl des so erhaltenen Proteinisolats wurden
umgehend in die Wells einer Platte fiir Lumineszenzmessungen pipettiert. Im Platereader

wurden automatisiert jeweils 100 pl eines 20 Min. zuvor 1:100 mit PBS verdiinnten und
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im darauthin im Dunklen inkubierten Luziferasesubstrats mit Emissionsmaximum bei ca.
400 nm (Coelenterazin 400a) (siche Tabelle 2.3) in die Wells injiziert und die

Lichtemission im Wellenldngenbereich 370 bis 450 nm und 610 bis 700 nm fiir die von

der Luziferase emittierten Photonen und 510 bis 540 nm fiir die vom GFP2 emittierten

Photonen gemessen.

Die BRET-Ratio wurde gemil3 folgender Formel berechnet, wobei die Angabe der

einheitenlosen BRET-Ratio in milli BRET Units (mBU) erfolgt:

BRET Ratio =
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Abbildung 2.3: Prinzip des BRET-Reporter-Assay. A: Spektrale Verteilung der RLuc8-

und GFP2-Emission. Gut sichtbar ist die Uberlappung des RLuc8-Emissionsspektrums
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mit dem GFP2-Exzitationsspektrum. Abbildung verédndert nach (Wimmer et al., 2016)
mit freundlicher Genehmigung von Elsevier. B: Aufbau des Konstruktes aus RLuc8- und
GFP2-Segenz auf dem TI11-Plasmid. Nach DSB-Induktion im Bereich der Target-
Sequenz (schwarz) ist eine Reparatur via NHEJ mit Indelbildung und Frameshiftmutation
moglich. Die schwarzen Kreuze symbolisieren neuentstandene Stopp-Codons nach
Frameshiftmutation. Abbildung bereitgestellt durch Dr. T. Wimmer. C: Spektraler Scan
einer auf BRET basierenden VEGF-Sensor-Variante (griine Quadrate) mit RLuc8 und
GFP2 im Vergleich zum dazugehorigen ,,Correction factor* (rote Rechtecke), in welchem
die GFP2-Sequenz deletiert wurde. Es zeigt sich eine geringe Lichtemission von RLuc8
im Wellenldngenbereich der gemessenen GFP2-Emission von 510 bis 540 nm, welche fiir
die Berechnung einer Hintergrund-BRET-Ratio von RLuc8 verwendet werden konnte.
Abbildung entnommen aus (Wimmer et al., 2016) mit freundlicher Genehmigung von

Elsevier.

Tabelle 2.21: Transfektionsschema fiir das BRET-Reporter-Assay. Die Zahlen beziehen
sich auf die Menge der zugegebenen Plasmid-DNA in ng. Fiir das RLuc8-Plasmid wurde

demgegeniiber das verwendete Volumen an Plasmidlosung in pl angegeben.

1 2 3 4 5
TI11 2500 2500 2500 2500 2500
T3-3 5000 5000 5000 5000
Lig.1-KO 5000
Lig.3-KO 5000
Lig.4-KO 5000
RLuc8 1

2.2.17 MTT-Assay

Um mdogliche negative Effekte der CRISPR-Cas9-vermittelten DNA-Ligase-KOs auf die
Viabilitdt von HEK293T-Zellen festzustellen, wurde ein MTT-Assay (Mosmann, 1983)
durchgefiihrt. Das MTT-Assay ist ein oft verwendetes Zellviabilitits-Assay und basiert
auf der Reduktion des wasserloslichen, gelben Farbstoffs 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zu violettem Formazan durch die Tétigkeit
verschiedener Enzyme des Zellstoffwechsels (Stepanenko & Dmitrenko, 2015). Es wurde
ein MTT-Assay-Kit von Cayman Chemical gemi modifiziertem Herstellerprotokoll
verwendet, wobei die Volumina der MTT-L6sung und der Lysereagenz an das 24 Well-

Format angepasst wurden.
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Zunichst wurden HEK293T-Zellen auf eine 24 Well-Platte mit 150.000 Zellen pro Well
ausgesit. Das Volumen an Medium betrug dabei 700 pl pro Well. Die Zellen wuchsen
darauthin fiir ca. 24 h im Brutschrank bis zu einer Konfluenz von ca. 50-70 %. Die
Transfektion wurde nach Protokoll durchgefiihrt (siche 2.2.6). Jeweils Dreiergruppen von
Wells der 24 Well-Platte erhielten die gleiche Behandlung geméf des in Tabelle 2.22
angegebenen Schemas.

In die Wells D4-D6 wurden keine Zellen ausgesit. Sie dienten als Mediumkontrolle.

Ca. 24 h nach der Behandlung der Zellen wurde das MTT-Assay eingeleitet indem dem
Medium 46 pl einer zuvor gemil Herstellerangaben hergestellten MTT-Losung
zugegeben wurden. Die Zellen wurden darauthin fiir 4 h im Brutschrank inkubiert, sodass
das MTT durch den Stoffwechsel der Zellen zu Formazan umgesetzt werden konnte. Im
Anschluss wurde die Lyse der Zellen durch Zugabe von 460 pl Lyse-Reagenz aus dem
MTT-Assay-Kit fiir ca. 18 h im Brutschrank durchgefiihrt. Die 24 Well-Platte wurde bei
allen Schritten nach Zugabe der MTT-Losung vor Licht geschiitzt.

Nach Lyse der Zellen wurde mittels Platereader die dimensionslose optische Dichte (OD)
bei einer Wellenldnge von 570 nm an jeweils 24 gleichméBig iiber die Wells verteilt
liegenden Stellen als MaB fiir die Konzentration des durch die Stoffwechselaktivitit der
Zellen aus MTT gebildeten Formazan gemessen. Das arithmetische Mittel aus den

24 Messungen pro Well wurde berechnet.

Tabelle 2.22: Behandlung der Wells fiir das MTT-Assay. Fiir die 150 mM NaCl-Losung,
die PEI-Losung und das Ethanol sind die verwendeten Volumina in pl angegeben. Fiir die

transfizierten Plasmide sind die Mengen an Plasmid-DNA in ng angegeben.

Al-A3 | A4-A6 | B1-B3 | B4-B6 | CI-C3 | C4-C6 | DI-D3
150 mM NaCl-Losung 30 30 30 30 30
PEI-Losung 40 40 40 40 40

Cas9-BFP 1000 1000 1000 1000

Lig.1-KO 1000

Lig.3-KO 1000

Lig.4-KO 1000

Ethanol 60

2.2.18 Statistische Auswertung
Die Experimente wurden, soweit nicht anders angegeben, in Triplikaten gemessen. Falls

nicht anders angegeben beruhte die Ermittlung der Mittelwerte und Standard-
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abweichungen auf 3 unabhingigen Experimenten. Als Software fiir die statistische
Analyse wurde SigmaPlot verwendet. Die statistische Analyse erfolgte beim Vergleich
von 2 unabhéngigen Gruppen mittels t-Test. Der Vergleich von mehr als 2 Gruppen wurde
mittels ANOVA durchgefiihrt. War von einer Verbundenheit der Stichproben innerhalb
der einzelnen Versuchsdurchfiihrungen mit Einfluss auf die abhéngige Variable
auszugehen, wie dies fiir das MMEJ-Assay und den MTT-Test anzunehmen war, so
erfolgte die statistische Analyse wie von Lew vorgeschlagen mittels Randomized Block-
bzw. Repeated Measures-ANOVA (Lew, 2007). Konnte von keiner Verbundenheit der
Stichproben innerhalb der einzelnen Versuchsdurchfiihrung mit Einfluss auf die
abhingige Variable ausgegangen werden, wie dies fliir das BRET-Reporter-Assay
anzunehmen war, so wurde die statistische Auswertung mittels One Way-ANOVA
durchgefiihrt. Als Post hoc-Test wurde im Anschluss bei Vergleich mehrerer
Behandlungsgruppen mit einer Kontrollgruppe die Dunnett-Methode verwendet. Der
Vergleich aller Gruppen miteinander erfolgte mittels Student-Newman-Keuls-Test.
Sowohl t-Test als auch ANOVA waren sowohl der Shapiro-Wilk-Test auf
Normalverteilung der Residuen als auch ein Test auf Gleichheit der Varianzen
vorangestellt. Musste die Normalverteilungshypothese abgelehnt werden, so wurden

nicht-parametrische Tests angewandt. Als statistisch signifikant galten p-Werte < 0,05.
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3 Ergebnisse

DNA-Ligase-Lokus

KO in Zellkultur

l KO-Plasmide fiir
Lig 1.3 oder 4

Versuch des Nachweises einer
verringerten DINA-Ligase-
Expression nach KO mittels
Western Blot oder ELISA nach
FACS-Anreicherung

7 |\

MMEJ-Assay: BRET-Reporter-Assay: MTT-Assay:
Lig 1-KO = Luziferaseaktivitat |  Lig 1-KO = NHEJ-Aktivitat Lig.1-KO } keine verringerte
bei 30 bp-MH-Armen unverandert Lig 3-KO Viabilitat
Lig 3-KO = Luziferaseaktivitat |  Lig 3-KO = NHEJ-Aktivitat Lig.4-KO detektierbar
bei 15 bp- und 30bp- unverandert
MH-Armen Lig 4-KO = NHEJ-Aktivitat |

Lig 4-KO > Luziferaseaktivitat |
be1 15 bp- und 30 bp-
MH-Armen

Abbildung 3.1: Graphische Zusammenfassung der in dieser Arbeit durchgefiihrten

Arbeitsschritte mit Ergebnissen

3.1 Expressionsanalyse der DNA-Ligasen

Zunéchst wurden Western Blots mit dem Ziel durchgefiihrt, einen verringerten Gehalt an
DNA-Ligase-Protein in HEK 293T-Zellen nach Kotransfektion des Cas9-BFP- und eines
DNA-Ligase-KO-Plasmides im Vergleich zur alleinigen Transfektion des Cas9-BFP-
Plasmides nachzuweisen. Hierdurch sollte eine verringerte Expression an DNA-Ligase-
Protein nach durchgefiihrtem KO nachgewiesen werden. Exemplarisch sind in

Abbildung 3.2 HEK 293T-Zellen mit und ohne Transfektion des Cas9-BFP-Plasmids
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dargestellt. Mit dem Cas9-BFP-Plasmid transfizierte Zellen wiesen in der
Fluoreszenzmikroskopie 24 h nach Transfektion ein blaues Leuchten auf. Zellen, welche
kein Cas9-BFP-Plasmid erhalten hatten, leuchteten nicht. Es kann dementsprechend von
einem Funktionieren der hier verwendeten PEl-basierten Transfektionsstrategie
ausgegangen werden, wobei die Transfektionseffizienz als eher niedrig einzuschétzen

war.

~ Phasenkontrast Fluoreszenz Overla

Abbildung 3.2: Fluoreszenzmikroskopie. (A) Cas-BFP-Plasmid transfizierte Zellen. (B)
Negativkontrolle, in welcher die HEK 293T-Zellen nicht mit dem Cas9-BFP-Plasmid

transfiziert wurden.

Vor der Durchfiihrung der Western Blots zum Nachweis der verringerten DNA-Ligase-
Protein-Expression nach KO, wurden Verdiinnungsreihen mit Gesamtproteinisolaten aus
nicht-transfizierten HEK 293T-Zellen durchgefiihrt. Dies diente der Optimierung der
Western Blot-Bedingungen. Im Speziellen sollten hiermit aufzutragende Proteinmengen
bestimmt werden, welche unterhalb der Sattigungsbereiche der verwendeten Antikorper
lagen, was die Detektion von Verdnderungen im DNA-Ligase-Protein-Gehalt nach

durchgefiihrtem KO ermdoglichen sollte.
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60 ng 30 pg 15 ng 7,5 ng

~140 kDa ———» ~140 kDa

~100 kKDa ——» ~100 kDa

Abbildung 3.3: Verdiinnungsreihe mit Gesamtproteinisolat aus nicht-transfizierten
HEK 293T-Zellen. Es wurde ein anti-Lig.1-Antikdrper verwendet. Die Zahlen in der
oberen Reihe geben die in der vorangegangenen SDS-PAGE auf die einzelnen Taschen

aufgetragenen Mengen an Gesamtproteinisolat an.

Die Ergebnisse der fiir die Optimierung des Lig.1-Western Blots durchgefiihrten Ver-
diinnungsreihen sind in der Abbildung 3.3 dargestellt. Es konnte bei Verwendung eines
anti-Lig.1-Antikorpers eine Proteinbande bei ca. 140 kDa dargestellt werden, welche
somit in der Néhe eines erwarteten, scheinbaren Molekulargewichtes von 125 kDa
(Barnes et al., 1990) lag. Eine gut sichtbare Abnahme der Intensitit der Banden war bei
Vergleich der Auftragung von 60 pg gegentiber 30 pg Gesamtproteinisolat zu erkennen,
sodass unter den hier verwendeten Western Blot-Bedingungen und Antikdrperkon-
zentrationen zwischen 60 pg und 30 pg Gesamtproteinmenge von einem Unterschreiten

des Sattigungsbereiches des anti-Lig.1-Antikorpers ausgegangen werden konnte.

35 pg 30 pg 25 pg 20 pg 15 pg

~100 kDa ~100 kDa

10 pg Spg 2,5 g

~100 kDa ~100 kDa

Abbildung 3.4: Verdiinnungsreihe mit Gesamtproteinisolat aus nicht-transfizierten
HEK 293T-Zellen. Es wurde ein anti-Lig.3-Antikorper verwendet. Die Zahlen iiber den
Fotos der Western Blots geben die in der vorangegangenen SDS-PAGE auf die einzelnen

Taschen aufgetragenen Mengen an Gesamtproteinisolat an.
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Zwei Verdiinnungsreihen zur Optimierung des Lig.3-Western Blots sind in Abbildung 3.4
dargestellt. =~ Bei  Verwendung des  anti-Lig.3-Antikorpers  konnte  fiir
Gesamtproteinmengen zwischen 35 pg und 15 pg eine Doppelbande visualisiert werden,
deren oberer Teil im Bereich von ca. 100 kDa lag. Unterhalb von 10 pg Gesamtprotein
war nur noch eine einzelne Bande im Bereich von ca. 100 kDa sichtbar. Das zu erwartende
Molekulargewicht der ubiquitir exprimierten Lig.3-a liegt bei 103 kDa, dasjenige der in
minnlichen Keimzellen exprimierten Lig.3-f bei 96 kDa (Mackey et al., 1997). Das hier
beobachtete Molekulargewicht ist daher mit der Lig.3-a-Variante vereinbar. Unterhalb
von 35 pug aufgetragener Gesamtproteinmenge trat eine Reduktion der
Proteinbandenintensitit bei weiterer Verdiinnung auf, die unterhalb von 15 png
Gesamtproteinmenge besonders deutlich wurde, sodass hier von einer Unterschreitung

des Sattigungsbereiches des anti-Lig.3-Antikorpers auszugehen war.

20 pg 30 pug 40pg SO0 pg 10 pg

~140 kDa
~100 kDa
~70 kDa

~50 kDa =——

~40 kDA = Aktin

B
20 pg 30 pg 40 pg S0pg 10 pg

~100 kDa
~70 kDa

~50 kDa

~40 kDa

~35 kDa GAPDH

Abbildung 3.5: Verdiinnungsreihe mit Gesamtproteinisolat aus nicht-transfizierten
HEK 293T-Zellen unter Verwendung von anti-Lig.4-Antikdrpern. (A) Es wurde ein
mouse, monoclonal anti-Lig.4-Antikorper verwendet. Die Ladekontrolle Aktin wurde mit
einem anti-Aktin-Antikorper detektiert. (B) Es wurde ein rabbit, polyclonal anti-Lig.4-
Antikorper verwendet. Die Ladekontrolle GAPDH wurde mit einem anti-GAPDH-
Antikorper detektiert.
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Fiir den Lig.4-Western Blot konnten trotz der Erprobung von zwei verschiedenen gegen
die Lig.4 gerichteten Antikorper und der systematischen Variation der Western Blot-
Bedingungen keine eindeutigen, im zu erwartenden Bereich von ca. 96 kDa (Wei et al.,
1995) gelegenen Proteinbanden identifiziert werden. In Abbildung 3.5 sind zwei
Verdiinnungsreihen mit Gesamtproteinisolaten unter Verwendung der zwei Lig.4-
Antikorper dargestellt, die als Versuch einer Optimierung des Lig.4-Western Blots
angefertigt worden waren. Die Durchfiihrung der Ladekontrolle erfolgte einmal mit
einem mouse- und einmal mit einem rabbit-Anitkdrper, um die Bindungsfdhigkeit der

sekundéren Antikorper liberpriifen zu konnen.

35 pg 15 pg

Lig3 —

~100 kDa  Lig3 —>

GAPDH 3sxps GAPDH
~35kDa

Cas9-BFP + + Cas9-BFP + +

Lig 3-KO £ + Lig 3-KO . ¥

Abbildung 3.6: Zwei exemplarisch dargestellte Western Blots zum Nachweis von
Verdnderungen des Lig.3-Proteingehalts in HEK 293T-Zellen. Die Zahlen iiber den Fotos
der Western Blots geben die aufgetragenen Mengen an Gesamtprotein an. (A) Western
Blot mit Protein aus einmalig transfizierten Zellen. (B) Western Blot mit Protein aus
Zellen, die jeweils einmal pro Tag an drei aufeinander folgenden Tagen transfiziert
worden waren. Unterhalb der Fotos sind die Plasmide angegeben, die transfiziert wurden:
Ein ,+“ bedeutet dabei die Zugabe und ein ,,-“ das Weglassen des entsprechenden
Plasmides im Transfektionsansatz. ,,Cas9-BFP“ und ,Lig.3-KO* bezeichnen das
entsprechende Cas9-BFP- und Lig.3-KO-Plasmid. Lig.3: Bande des Lig.3-Proteins,
GAPDH: Bande der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase.

Im Laufe der experimentellen Arbeiten im Rahmen dieser Dissertation konnte der Lig.3-
Western Blot soweit optimiert werden, dass der Versuch des Nachweises einer
verringerten Lig.3-Protein-Expression nach Anwendung der Lig.3-KO-Strategie
unternommen wurde. Verglichen wurden dabei Gesamtproteinisolate aus HEK 293T-

Zellen, die ausschlieflich mit dem Cas9-BFP-Plasmid transfiziert und solchen, die
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zusétzlich mit dem Lig.3-KO-Plasmid kotransfiziert worden waren. Der Nachweis
gleicher aufgetragener Gesamtproteinmengen wurde mittels der Visualisierung der
GAPDH-Bande als Ladekontrolle erbracht. In Abbildung 3.6 sind exemplarisch zwei der
so erstellten Lig.3-Western Blots dargestellt. Das Gesamtproteinisolat fiir den in
Abbildung 3.6 A dargestellten Western Blot stammte aus Zellen, die nur einmal
transfiziert worden waren. Das Gesamtproteinisolat fiir den in Abbildung 3.6 B gezeigten
Western Blot stammte aus Zellen, die jeweils an drei aufeinanderfolgenden Tagen
wiederholt transfiziert worden waren, mit dem Ziel die Transfektionseftizienz zu steigern.
Ein verringerter Lig.3-Proteingehalt der Zellen nach KO konnte in den beiden
dargestellten Versuchen nicht gezeigt werden. Insgesamt konnte der Nachweis eines
verringerten Lig.3-Proteingehalts nach KO in dieser Arbeit durch Western Blots nicht
eindeutig und iiber die Gesamtheit der Versuche konsistent erbracht werden.

Aufgrund der oben beschriebenen Probleme beim Nachweis von Verdnderungen der
DNA-Ligase-Proteinmenge im Western Blot wurde eine alternative Strategie mit
Quantifikation der DNA-Ligase-Protein-Menge mittels ELISA nach vorangehender
FACS-Anreicherung von BFP-exprimierenden und somit als erfolgreich transfiziert
betrachteten Zellen gewihlt.

Die FACS-Anreicherung und das ELISA wurden nur einmalig durchgefiihrt, sodass
sowohl die angegebenen Standardabweichungen als auch die Durchfiihrung des t-Tests
auf der Messung eines einzelnen Versuches als Triplikat beruhen.

Zu beachten ist, dass es sich lediglich um eine FACS-Anreicherung von BFP-positiven
Zellen handelte, die primér der Gewinnung von Zellen fiir die spitere Proteinisolation mit
nachfolgendem ELISA diente. Die hier angegebenen Anteile an Zellen, die als BFP-
positiv und daher als erfolgreich transfiziert angesehen wurden, stammen aus der
Vormessung einer Stichprobe von Zellen.

Die fiir das Sorting verwendeten Gates wurden fiir alle gesorteten Proben gleich gewdhlt.
Die verwendeten Gates fiir die FACS-Anreicherung von Zellen, die ausschlieBlich mit
dem Cas9-BFP-Plasmid transfiziert worden waren sind in Abbildung 3.7 dargestellt. Als
BFP-positiv und somit erfolgreich transfiziert betrachtet wurde in der betrachteten
Stichprobe von 3,7 x 10* HEK 293T-Zellen ein Anteil von 7 %. Die Gesamtzahl der als
BFP-positiv und somit erfolgreich transfiziert angereicherten Zellen betrug nach
Beendigung der Anreicherung 5,0 x 10°. Aus diesen BFP-angereicherten Zellen wurde

ein Proteinisolat mit einer Proteinkonzentration von 233 pg/ml hergestellt.
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Abbildung 3.7: Darstellung der verwendeten Gates fiir die FACS-Anreicherung von

Zellen, die nur mit dem Cas9-BFP-Plasmid transfiziert worden waren.

Abbildung 3.8 stellt die verwendeten Gates und die Ergebnisse der stichprobenartigen
FACS-Analyse von 3,9 x 10* HEK 293T-Zellen dar, die mit dem Cas9-BFP- und dem
Lig.1-KO-Plasmid kotransfiziert worden waren. Der Anteil an Zellen in dieser
Stichprobe, die als BFP-positiv angesehen wurden und somit fiir die Anreicherung
vorgesehen waren, betrug 1,4 %. Nach Beendigung der FACS-Anreicherung von mit dem
Cas9-BFP- und Lig.1-KO-Plasmid transfizierten Zellen betrug die Gesamtzahl der
angereicherten Zellen 1,4 x 10°. Die Proteinkonzentration in dem aus diesen BFP-

angereicherten Zellen hergestellten Proteinisolat betrug 217 pg/ml.
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Abbildung 3.8: Darstellung der verwendeten Gates fiir die FACS-Anreicherung von
Zellen, die mit dem Cas9-BFP- und dem Lig.1-KO-Plasmid kotransfiziert worden waren.

In Abbildung 3.9 sind die Ergebnisse der FACS-Analyse einer Stichprobe von
3,9 x 10* HEK 293 T-Zellen dargestellt, die mit dem Cas9-BFP- und zusitzlich mit dem
Lig.3-KO-Plasmid transfiziert worden waren. 3 % der Zellen wurden hierbei als BFP-
positiv und damit erfolgreich transfiziert eingeordnet. Nach Abschluss der FACS-
Anreicherung waren in dieser Gruppe 2,1 x 10° HEK 293T-Zellen angereichert worden.
In dem aus diesen BFP-angereicherten Zellen hergestellten Proteinisolat wurde eine

Proteinkonzentration von 224 pg/ml gemessen.
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Abbildung 3.9: Darstellung der verwendeten Gates fiir die FACS-Anreicherung von
Zellen, die mit dem Cas9-BFP- und dem Lig.3-KO-Plasmid kotransfiziert worden waren.

Die Ergebnisse der FACS-Analyse einer Stichprobe von 4,0 x 10* HEK 293T-Zellen, die
mit dem Cas9-BFP- und dem Lig.4-KO-Plasmid kotransfiziert worden waren, sind in
Abbildung 3.10 dargestellt. Der Anteil an Zellen, die als BFP-positiv und damit
erfolgreich transfiziert eingestuft wurden, lag hier bei 3,3 %. Am Ende der FACS-
Anreicherung waren 2,1 x 10° Zellen in dieser Gruppe angereichert worden. Das aus
diesen = BFP-angereicherten = Zellen = gewonnene  Proteinisolat  wies  eine

Proteinkonzentration von 205 pg/ml auf.
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Abbildung 3.10: Darstellung der verwendeten Gates fiir die FACS-Anreicherung von
Zellen, die mit dem Cas9-BFP- und dem Lig.4-KO -Plasmid kotransfiziert worden waren.

Das nachfolgende ELISA wurde mit den so gewonnenen und auf vergleichbare
Gesamtproteinkonzentrationen verdiinnten Proteinisolaten durchgefiihrt, sodass die
Gesamtproteinkonzentration in den Wells der ELISA-Platte fiir Proteinisolate aus BFP-
angereicherten Zellen, die nur mit dem Cas9-BFP-Plasmid transfiziert worden waren, und
BFP-angereicherten Zellen, die zusitzlich ein DNA-Ligase-KO-Plasmid erhalten hatten,
gleich war.

Abbildung 3.11 stellt die Ergebnisse des Lig.1-ELISA dar. Die Lig.1-

Proteinkonzentration in Proteinisolaten aus BFP-angereicherten Zellen, die
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ausschlieBlich mit dem Cas9-BFP-Plasmid transfiziert worden waren, betrug 13,3 ng/ml
(= 0,9 ng/ml). Proteinisolate aus BFP-angereicherten Zellen, die mit dem Cas9-BFP- und
dem Lig.1-KO-Plasmid kotransfiziert worden waren, wiesen eine Lig.1-
Proteinkonzentration von 1,7 ng/ml (£ 0,7 ng/ml) auf. Die Abnahme der Lig.1-
Proteinkonzentration war statistisch signifikant mit p = 3,8 x 10, Zu beachten ist, dass
sich die hier errechneten statistischen Kennwerte sowie die Durchfiihrung des t-Tests auf

die Messung eines einzelnen Versuches als Triplikat beziehen.

p < 0,001

16 7 ‘

14 7 T

Lig.1-Proteinkonzentration (ng/ml)
co

3]
]
_f

0 T T

Cas9-BFP + +
Lig.1-KO — +

Abbildung 3.11: Ergebnisse des Lig.l1-ELISA zum Vergleich der Lig.1-
Proteinkonzentration in Proteinisolaten aus BFP-angereicherten HEK 293T-Zellen, die
ausschlieBlich mit dem Cas9-BFP-Plasmid transfiziert worden waren, und Zellen, die
zusitzlich mit dem Lig.1-KO-Plasmid kontransfiziert worden waren. Der Graph

reprasentiert ein Experiment mit Dreifachbestimmung. Es wurde der t-Test angewendet.

Die Ergebnisse des Lig.3-ELISA sind in Abbildung 3.12 einzusehen. Proteinisolate aus
nur mit dem Cas9-BFP-Plasmid transfizierten und BFP-angereicherten Zellen wiesen
eine Lig.3-Proteinkonzentration von 6,6 ng/ml (= 0,6 ng/ml) auf. Bei zuséitzlicher
Transfektion des Lig.3-KO-Plasmides verringerte sich die Lig.3-Proteinkonzentration im

63



Proteinisolat aus den BFP-angereicherten Zellen auf 5,1 ng/ml (= 1,0 ng/ml). Die
Reduktion der Lig.3-Proteinkonzentration war statistisch signifikant mit p = 0,04. Wie
auch schon bei dem Lig.1-ELISA beziehen sich die statistischen Kenngro3en und der t-

Test auf die Messung eines einzelnen Versuches als Triplikat.

p<0,05

Lig.3-Proteinkonzentration (ng/ml)
=

0 T T

Cas9-BFP + +
Lig.3-KO — +

Abbildung 3.12: Ergebnisse des Lig.3-ELISA zur Detektion von Verdnderungen der
Lig.3-Proteinkonzentration in Proteinisolaten aus BFP-angereicherten Zellen, die
entweder nur mit dem Cas9-BFP-Plasmid transfiziert worden waren oder eine zusétzliche
Kotransfektion des Lig.3-KO-Plasmides erhielten. Der Graph représentiert ein

Experiment mit Dreifachbestimmung. Es wurde der t-Test angewendet.

In dem Lig.4-ELISA wurden negative Werte fiir die Proteinkonzentration gemessen. Es
ist dementsprechend von einem Unterschreiten der Nachweisgrenze des Lig.4-ELISA-
Kits auszugehen, sodass kein Vergleich der Lig.4-Proteinkonzentrationen in
Proteinisolaten aus BFP-angereicherten HEK 293T-Zellen, die ausschlieBlich mit dem
Cas9-BFP-Plasmid transfiziert worden waren, und mit dem Cas9-BFP- und Lig.4- KO-

Plasmid kotransfizierten, BFP-angereicherten Zellen moglich war.
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3.2 MMEJ-Assay

Mithilfe des MMEJ-Assays (Yanik et al., 2018) wurde die Auswirkung eines DNA-
Ligase-KOs, vermittelt durch die Kotranfektion der in der AG Stieger generierten DNA-
Ligase-KO-Plasmide, auf die MMEJ-Aktivitit am Modell der Integration eines
Luziferase-Reporters in den murinen RPGR-ORF15 Locus in HEK293™ORFIS_Zellen
getestet (siche Abbildung 3.13).

DSB DSB

:*:

DSB DSB

Luziferase

10 bp-MH-Luc
DSB DSB

Luziferase

15 bp-MH-Luc

Luziferase

30 bp-MH-Luc

Abbildung 3.13: Schematische Darstellung der in dieser Arbeit verwendeten
Donorplasmide fiir das MMEJ-Assay mit unterschiedlichen MH-Armléngen von 10, 15
und 30 bp. Angelehnt an (Yanik et al., 2018).

Im MMEJ-Assay konnte generell eine grofe Variation der Luziferaseaktivitét
gemessenen in RLU zwischen den einzelnen Versuchstagen beobachtet werden. Die
erhaltenen Standardabweichungen waren hierbei so grofl, dass die zweifache
Standardabweichung fiir fast alle Gruppen den Mittelwert der jeweiligen Gruppe
iiberstieg. Bei Merkmalen, welche nur positive Werte annehmen konnen, sollte der
Mittelwert mindestens zweimal so gro3 wie die dazugehdrige Standardabweichung sein,
um von einer Normalverteilung der Werte ausgehen zu kénnen (Gaus & Muche, 2017).
Die Luziferaseaktivitit gemessenen in RLU ist ein solches Merkmal, welches nur positive
Werte annehmen kann, sodass dementsprechend von keiner Normalverteilung der Daten
ausgegangen werden konnte. Es wurde daher ein nicht-parametrisches Testverfahren
angewendet. Um gleichzeitig den Einfluss von vom experimentellen Durchlauf
abhingigen Storeinfliissen zu eliminieren, wurden die einzelnen Experimentalgruppen als
abhéngige Stichproben betrachtet (Lew, 2007) und die statistische Auswertung
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dementsprechend mittels eines Friedman-Tests mit nachfolgendem rangbasiertem Post
hoc-Test nach Dunnett durchgefiihrt. Die Gruppen, welche ein DNA-Ligase-KO-Plasmid
erhalten hatten, wurden hierbei jeweils mit der Kontrollgruppe verglichen, die statt mit
einem DNA-Ligase-KO-Plasmid mit einem Kontrollplasmid kotransfiziert worden war.
In der Negativkontrolle ergab sich eine mittlere Luziferaseaktivitit von
1640 RLU (% 446 RLU). In der Positivkontrolle konnte eine mittlere Luziferaseaktivitit
von 7,7 x 10" RLU (% 3 x 10’ RLU) gemessen werden.

20000 -
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16000 ~
14000 ~

12000 ~

10000 ~

8000 -

6000 -

Luziferaseaktivitit (RLU)

4000 -+

2000

0 . | T T
Kein KO- Lig.1-KO- Lig.3-KO- Lig.4-KO-
Plasmid Plasmid Plasmid Plasmid

Abbildung 3.14: Luziferaseaktivitit im MMEJ-Assay bei Verwendung von
Donorplasmiden mit einer Mikrohomologiearmlidnge von 10 bp. Der Graph représentiert
vier unabhidngige Experimente mit Zweifachbestimmung. Die statistische Analyse

erfolgte mittels Friedman-Test.

Die Ergebnisse fiir Donorplasmide mit einer MH-Armlinge von 10 bp (10 bp-MH-Luc)
sind in Abbildung 3.14 dargestellt. Hierbei betrug die mittlere Luziferaseaktivitit ohne
DNA-Ligase-KO-Plasmid 1,1 x 10* RLU (+ 5,0 x 10° RLU). Bei Zugabe des Lig.1-KO-
Plasmides konnte eine mittlere Luziferaseaktivitit von 1,1 x 10*RLU (+ 7,1 x 10* RLU)
gemessen werden. Nach Zugabe des Lig.3-KO-Plasmides konnte eine Abnahme der

mittleren Luziferaseaktivitit auf 1,0 x 10* RLU (% 6,5 x 10° RLU) beobachtet werden.
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Bei Zugabe des Lig.4-KO-Plasmides war eine Senkung der mittleren Luziferaseaktivitét
auf 8,1 x 10° RLU (£ 4,9 x 10° RLU) zu beobachten. Im Friedman-Test konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen bei Verwendung von
Donorplasmiden mit einer Mikrohomologiearmldange von 10 bp detektiert werden (p =

0,094), sodass die Durchfiihrung eines Post hoc-Tests unterblieb.

p <0,05
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Abbildung 3.15: Luziferaseaktivitit im MMEJ-Assay bei Verwendung von Donor-
plasmiden mit einer Mikrohomologiearmlidnge von 15 bp. Der Graph représentiert vier
unabhéngige Experimente mit Zweifachbestimmung. Die statistische Analyse erfolgte

mittels Friedman-Test mit nachfolgendem Post hoc-Test nach Dunnett (rangbasiert).

Abbildung 3.15 zeigt die Ergebnisse, welche bei Verwendung von Donorplasmiden mit
einer MH-Armlidnge von 15 bp (15 bp-MH-Luc) erhalten wurden. Proteinisolate aus
Zellen ohne zusitzliches DNA-Ligase-KO-Plasmid wiesen hierbei eine mittlere
Luziferaseaktivitit von 2,3 x 10* RLU (£ 1,4 x 10* RLU) auf. Bei zusitzlicher
Verwendung des Lig.1-KO-Plasmides wurde die mittlere Luziferaseaktivitit auf
1,7 x 10* RLU (= 1,1 x 10* RLU) abgesenkt. Die Zugabe des Lig.3-KO-Plasmides fiihrte
zu einer Reduktion der mittleren Luziferaseaktivitit auf 1,4 x 10* RLU (£ 9,5 x 10° RLU).

67



Bei Zugabe des Lig.4-KO-Plasmides konnte eine Abnahme der mittleren
Luziferaseaktivitit auf 1,2 x 10* RLU (x 7,5 x 10° RLU) beobachtet werden. Die bei
Verwendung des 15 bp-MH-Donorplasmides  beobachtete = Reduktion  der
Luziferaseaktivitit bei zusétzlicher Transfektion des Lig.1-KO-Plasmides im Vergleich
zu Zellen, welche kein DNA-Ligase-KO-Plasmid erhalten hatten, war nicht statistisch
signifikant. Die bei zusitzlicher Transfektion des Lig.3- sowie Lig.4-KO-Plasmides
beobachtete Abnahme der Luziferaseaktivitit gegeniiber den Zellen, welche kein DNA-
Ligase-KO-Plasmid erhalten hatten, war statistisch signifikant mit p < 0,05.

p <0,05
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Abbildung 3.16: Luziferaseaktivitit im MMEJ-Assay bei Verwendung von
Donorplasmiden mit einer Mikrohomologiearmldange von 30 bp. Der Graph reprisentiert
vier unabhingige Experimente mit Zweifachbestimmung. Die statistische Analyse
erfolgte mittels Friedman-Test mit nachfolgendem Post hoc-Test nach Dunnett

(rangbasiert).

Die bei Verwendung von Donorplasmiden mit MH-Armldngen von 30 bp (30 bp-MH-

Luc) gemessenen Luziferaseaktivititen sind in Abbildung 3.16 dargestellt. Die mittlere
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Luziferaseaktivitdt, welche hierbei ohne DNA-Ligase-KO-Plasmid gemessen werden
konnte, betrug 2,2 x 10* RLU (% 1,3 x 10* RLU). Bei zusitzlicher Transfektion des Lig.1-
KO-Plasmides nahm die mittlere Luziferaseaktivitit auf 1,4 x 10* RLU (£ 9,1 x 10° RLU)
ab. Wurde demgegeniiber das Lig.3-KO-Plasmid zugegeben, konnte eine Reduktion der
mittleren Luziferaseaktivitit auf 1,4 x 10* RLU (% 8,8 x 10° RLU) beobachtet werden.
Nach Zugabe des Lig.4-KO-Plasmides war eine Abnahme der mittleren
Luziferaseaktivitit auf 1,1x 10*RLU (£6,6 x 10° RLU) zu beobachten. Die bei
Kotransfektion aller drei DNA-Ligase-KO-Plasmide aufgetretenen Reduktionen der
Luziferaseaktivitdt gegeniiber Zellen, die kein DNA-Ligase-KO-Plasmid erhalten hatten,

waren statistisch signifikant mit p < 0,05.

3.3 BRET-Reporter-Assay
Das BRET-Reporter-Assay (siche Abbildung 3.17) (Wimmer et al., 2021) diente dazu,
Verdnderungen der NHEJ-Aktivitidt in HEK 293T-Zellen nach Transfektion der DNA-

Ligase-KO-Plasmide nachzuweisen.
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Abbildung 3.17: Schematische Darstellung des BRET-Reporter-Assay

Die statistische Auswertung des BRET-Reporter-Assay erfolgte als rangbasierte
One Way-ANOVA nach Kruskal-Wallis mit paarweisem Vergleich aller Gruppen nach
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rangbasierter Student-Newman-Keuls-Methode. Ein nicht-parametrischer Test wurde
gewdhlt, da der vorgeschaltete Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung mit p < 0,05
signifikant ausfiel, sodass die Annahme einer Normalverteilung der Residuen abgelehnt
werden musste.

Die Ergebnisse des BRET-Reporter-Assay mit Zugabe der einzelnen DNA-Ligase-KO-
Plasmide sind in Abbildung 3.18 dargestellt.
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Abbildung 3.18: Ergebnisse des BRET-Reporter-Assay. Der Graph reprisentiert drei
unabhingige Experimente mit Vierfachbestimmung. Die statistische Auswertung erfolgte
mittels rangbasierter One Way-ANOVA nach Kruskal-Wallis mit paarweisem Vergleich
aller Gruppen nach Student-Newman-Keuls-Methode (rangbasiert) als Post hoc-Test.

Die mittlere BRET-Ratio in Proteinisolaten aus Zellen, die lediglich das T11-Plasmid
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erhalten hatten, betrug 60,4 mBU (+ 3,7 mBU). Da in diesen Zellen das T3-3-Plasmid
fehlte, wurde kein DSB in der Targetsequenz des T11-Plasmides induziert und es konnte
folglich auch keine Frameshift-Mutation der GFP-Sequenz auftreten. Die fiir die alleinige
Transfektion des T11-Plasmides berechneten Werte der BRET-Ratio entsprechen daher
dem vollstindigen Fehlen einer NHEJ-bedingten Zerstorung des GFP-Leserahmens in
den Zellen.

Bei gleichzeitiger Transfektion des T11- und des T3-3-Plasmides kam es zu einer
Senkung der BRET-Ratio auf 44,6 mBU (+ 3,8 mBU). Durch die Kotransfektion des T11-
und des T3-3-Plasmides ist eine DSB-Induktion in der Targetsequenz des T11-Plasmides
mit nachfolgender NHEJ-bedingter Zerstorung des GFP-Leserahmens moglich. Die fiir
die Kotransfektion des T11- und T3-3-Plasmides berechneten Werte der BRET-Ratio
entsprechen daher der basalen NHEJ-Aktivitit in HEK 293T-Zellen.

Bei der Kotransfektion des T11-, T3-3- und Lig.1-KO-Plasmides konnte ein Anstieg der
mittleren BRET-Ratio gegeniiber der alleinigen Kotransfektion des T11- und T3-3-
Plasmides auf 49,4 mBU (+ 2,2 mBU) beobachtet werden.

Die Kotransfektion des T11-, T3-3- und Lig.3-KO-Plasmides bedingte einen Anstieg der
mittleren BRET-Ratio gegeniiber der ausschlieBlichen Transfektion des T11- und T3-3-
Plasmides auf 49,2 mBU (+ 3,5 mBU).

Wurden das T11-, T3-3- und Lig.4-KO-Plasmid gleichzeitig transfiziert, war ein Anstieg
der mittleren BRET-Ratio gegeniiber der alleinigen Kotransfektion des T11- und T3-3-
Plasmides auf 57,9 mBU (+ 3,1 mBU) zu beobachten.

Bei alleiniger Transfektion des RLuc8-Plasmides wurde eine mittlere BRET-Ratio von
30,2 mBU (+ 2,3 mBU) beobachtet. Da es in diesen Zellen zu keiner GFP-Expression
kam, sind die hierbei berechneten Werte fiir die BRET-Ratio dquivalent zu einem
vollstandigen NHEJ-bedingten Verlust der GFP-Expression. Die hier berechnete BRET-
Ratio ist somit gleichsam als Hintergrund zu betrachten und sie wurde mit der mittleren
BRET-Ratio in Proteinisolaten aus Zellen, die lediglich das T11-Plasmid erhalten hatten
verglichen, um einen Ubergang von Energie vom Donor RLuc8 zum Akzeptor GFP2 zu
demonstrieren. Die BRET-Ratio in Proteinisolaten aus Zellen, die lediglich das T11-
Plasmid erhalten hatten, sollte im Falle eines solchen Energielibergangs signifikant hoher
sein als die bei alleiniger Transfektion des RLuc8-Plasmides gemessene Hintergrund-
BRET-Ratio (Wimmer et al., 2021).

Statistisch signifikant mit p < 0,05 waren die BRET-Ratio-Werte der Zellen, die lediglich
das T11-Plasmid erhalten hatten, gegeniiber Zellen, die zusétzlich das T3-3-Plasmid
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erhielten, sowie gegeniiber Zellen, die zusdtzlich mit dem Lig.1- oder Lig.3-KO-Plasmid
transfiziert wurden. Zudem bestand ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der
alleinigen Transfektion des T11-Plasmides und der Transfektion des RLuc8-Plasmides.
Weitere statistisch signifikante Unterschiede bestanden zwischen der BRET-Ratio der
Zellen, die mit dem T11-, T3-3- und Lig.4-KO-Plasmid transfiziert wurden, gegeniiber
Zellen, die das T11- und T3-3-Plasmid erhalten hatten, sowie Zellen, die zusétzlich das
Lig.1- oder Lig.3-KO-Plasmid erhalten hatten. Des Weiteren bestand ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen der Kotransfektion des T11-, T3-3- und Lig.4-KO-
Plasmides gegeniiber Zellen, die mit dem RLuc8-Plasmid transfiziert wurden.

Nicht statistisch signifikant waren unter anderem die Unterschiede der BRET-Ratio von
Zellen, die ausschlieBlich mit dem T11-Plasmid transfiziert wurden und Zellen, die eine
Kotransfektion des T11-, T3-3- und Lig.4-KO-Plasmides erhielten. Zudem bestanden
keine statistisch signifikanten Unterschiede der BRET-Ratio von Zellen, die mit dem T11-
und T3-3-Plasmid kotransfiziert wurden, gegeniiber Zellen, die zusdtzlich das Lig.1- oder

Lig.3-KO-Plasmid erhielten.

3.4 MTT-Assay

Das MTT-Assay diente der Evaluation moglicher Auswirkungen der verwendeten DNA-
Ligase-KO-Strategie auf die Viabilitit von HEK 293T-Zellen.

Es wurde die dimensionslose optische Dichte (OD) bei 570 nm gemessen. Die Ergebnisse
des MTT-Assay sind in Abbildung 3.19 dargestellt.

Wells mit unbehandelten Zellen wiesen eine mittlere OD von 1,21 (+ 0,13) auf.

Bei Behandlung der Zellen mit ausschlieBlich NaCl-Losung und PEI-Losung ohne
Plasmid-DNA konnte eine Senkung der mittleren optischen Dichte der Wells auf
1,12 (£ 0,12) beobachtet werden.

Bei Transfektion des Cas9-BFP-Plasmids senkte sich die mittlere OD der Wells weiter
auf 1,04 (= 0,12).

Wurden das Cas9-BFP- und das Lig.1-KO-Plasmid in die Zellen kotransfiziert, ergab sich
eine mittlere OD von 1,05 (+ 0,14).

Bei Kotransfektion des Cas9-BFP- und des Lig.3-KO-Plasmids konnte eine mittlere OD
von 0,97 (+ 0,12) beobachtet werden.

Nach gleichzeitiger Transfektion des Cas9-BFP- und des Lig.4-KO-Plasmids ergab sich
eine mittlere OD von 1,00 (£ 0,11).

In Kontrollwells, in welchen die HEK 293T-Zellen sicher und vollstindig mit Ethanol
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abgetdtet werden sollten, kam es zu einer starken Abnahme der mittleren optischen Dichte
auf 0,38 (£ 0,01).

Des Weiteren wurde noch eine Mediumkontrolle in den Versuchen implementiert. Hierzu
wurden Wells ohne Aussaat von HEK 293T-Zellen mit 700 ul DMEM +++ befiillt. Die
mittlere OD in solchen Wells betrug 0,36 (= 0,01).

p <0,001
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Abbildung 3.19: Ergebnisse des MTT-Assay zum Nachweis moglicher Effekte der in der
AG Stieger generierten DNA-Ligase-KO-Plasmide auf die Viabilitit von HEK 293T-
Zellen. Der Graph représentiert drei unabhéngige Experimente mit Dreifachbestimmung.
Die statistische Auswertung erfolgte mittels Randomized Block- bzw. One way-Repeated

Measures-ANOVA mit nachfolgendem Post hoc-Test nach Student-Newman-Keuls.

Die OD war statistisch signifikant unterschiedlich zwischen der Mediumkontrolle und
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Wells mit Zellen, die mit 60 pl Ethanol behandelt wurden einerseits und Wells mit
unbehandelten Zellen bzw. auch allen anders behandelten Zellen andererseits mit
p <0,001. Des Weiteren bestand ein statistisch signifikanter Unterschied der optischen
Dichte zwischen Wells mit unbehandelten Zellen sowie Wells mit Zellen, die mit Cas9-
BFP alleine oder in Kombination mit dem Lig.1-KO-Plasmid, dem Lig.3-KO-Plasmid
oder dem Lig.4-KO-Plasmid transfiziert worden waren (p = 0,034, p = 0,024, p = 0,005
bzw. p = 0,009). Kein statistisch signifikanter Unterschied bestand unter anderem
zwischen Wells mit Zellen, die ausschlie3lich mit dem Cas9-BFP-Plasmid transfiziert
wurden, und solchen, die zusitzlich das Lig.1-, Lig.3- oder Lig.4-KO-Plasmid erhalten
hatten.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnten Auswirkungen einer Kotransfektion der verwendeten
DNA-Ligase-KO-Plasmide auf die Integration einer groflen Sequenz in das Genom von
humanen Zellen am Modell der genomischen Integration einer Luziferase-Sequenz im
Rahmen des MMEJ-Assay gezeigt werden. Des Weiteren lief3 sich eine reduzierte NHEJ-
Aktivitdt bei Verwendung des Lig.4-KO-Plasmides im Rahmen des BRET-Reporter-
Assay detektieren. Eine Abnahme der Viabilitit humaner Zellen bei Verwendung der
DNA-Ligase-KO-Strategie konnte im angewandten MTT-Assay innerhalb eines

Zeitraumes von 24 h nicht beobachtet werden.

4.1 Auswirkungen der CRISPR/Cas9-vermittelten DNA-Ligase-KO-Strategie auf
die Integration einer Luziferasesequenz in den murinen RPGR-ORF15-Locus

Das in der AG Stieger generierte MMEJ-Assay wurde mit dem Ziel entworfen, die
Quantifikation der Integrationsrate einer groflen (Luziferase-)Sequenz in den murinen
RPGR-ORF15-Locus zu ermoglichen. Diese erfolgt dabei unter Vermittlung kurzer
Sequenzen (Mikrohomologiearmen), welche die Luziferasesequenz flankieren und
homolog zu Sequenzen an den Réndern des RPGR-ORF15-Exons sind. Das Assay stellt
dabei einen Schritt zur Entwicklung Genome editing- und MMEJ-basierter Therapie-
ansétze zur Behandlung von X-chromosomaler Retinitis pigmentosa dar (Yanik et al.,
2018). Das RPGR-ORF15-Exon stellt bei dieser Erkrankung einen héufig von
Mutationen betroffenen ,,Hotspot* dar (Vervoort et al., 2000; Vervoort & Wright, 2002).
Bei Kotransfektion der fiir das Assay benodtigten Komponenten gemeinsam mit den in der
AG Stieger entwickelten DNA-Ligase-KO-Plasmiden konnte eine verringerte
resultierende Luziferaseaktivitdt im Vergleich zur Kotransfektion der MMEJ-Assay-
Komponenten mit einem Fiillvektor beobachtet werden. Statistisch signifikant war die
Reduktion der Luziferaseaktivitéit jedoch nur bei Verwendung von Donorplasmiden mit
15 bp-MH-Armen fiir den Lig.3- und Lig.4-KO und bei Verwendung von Donor-
plasmiden mit 30 bp-MH-Armen fiir den KO aller drei DNA-Ligasen, sodass fiir die
beschriebenen Kombinationen die Alternativhypothese einer Beeinflussung der
Luziferaseaktivitdt in den murinen RPGR-ORF15-Locus durch die in unserer Arbeits-
gruppe generierten DNA-Ligase-KO-Plasmide angenommen wurde. Bei Verwendung
von Donorplasmiden mit 10 bp-MH-Armen ergab die Analyse der Daten mittels
Friedman-Test einen p-Wert von 0,094, sodass der kritische p-Wert von 0,05 knapp

verfehlt wurde und aus den gewonnenen Daten nicht auf einen Effekt der DNA-Ligase-
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KO-Plasmide bei Verwendung des Donorplasmides mit 10 bp-MH-Armen geschlossen
werden konnte. Generell konnte eine starke Variabilitdt der gemessenen Luziferase-
aktivitat iiber die Kontrollgruppe und alle Gruppen mit DNA-Ligase-KO in Abhdngigkeit
vom individuellen Versuch beobachtet werden. MutmaBliche Einflussfaktoren waren
dabei die Anzahl an initial ausgeséten Zellen, die Transfektionseffizienz, die Temperatur
bei der Messung der Luziferaseaktivitit sowie weitere Faktoren, die von Versuchstag zu
Versuchstag variierten und geeignet waren, die schlussendlich gemessene Aktivitit der
Luziferase iiber alle Experimentalgruppen hinweg zu beeinflussen. Die einzelnen
Experimentalgruppen konnten daher nicht als unabhédngig angesehen werden und es
wurde eine Auswertung entsprechend einer Randomized Block- bzw. Repeated
Measures-ANOVA mit den einzelnen Versuchen als Blocke, wie von Lew empfohlen,
durchgefiihrt (Lew, 2007). Gleichzeitig konnte keine Normalverteilung der gemessenen
Luziferaseaktivitdt angenommen werden, sodass schlieBlich der Friedmann-Test gewéhlt
wurde. Dieser stellt eine nicht-parametrische Option zur Durchfiihrung einer Randomized
Block- bzw. Repeated Measures-ANOVA dar (Pereira et al., 2015).

Aufgrund der Tatsache, dass ein eindeutiger Nachweis des DNA-Ligase-KOs auf
Proteinebene in der vorliegenden Arbeit nicht mit abschlieBender Sicherheit gelang (sieche
Kapitel 4.3), miissen die im MMEJ-Assay gewonnenen Ergebnisse im Hinblick auf eine
kausale Rolle der Aktivitit der einzelnen DNA-Ligasen vorsichtig interpretiert werden.
Aus der Tatsache, dass es zu einer Integration der Luziferase-Sequenz in das Genom der
HEK293MORFI3_7e]len unter der Kontrolle eines CMV-Promotors kommt (Yanik et al.,
2018), ergibt sich ein weiterer Sachverhalt, den es zu bedenken gilt: Die Luziferase-
Sequenz sollte aufgrund ihrer Integration in das Genom im Falle einer Mitose an die
Tochterzellen weitervererbt werden, die dementsprechend auch zur Expression der
Luziferase befdhigt werden. Eine Beeinflussung der Proliferations- oder Uberlebensrate
der Zellen, bei welchen es zu einer Integration der Luziferase-Sequenz gekommen ist,
hitte dementsprechend auch einen Einfluss auf die am Ende des Versuches gemessene
Luziferase-Aktivitit. Verdnderungen der gemessenen Luziferase-Aktivitit nach
Kotransfektion eines der DNA-Ligase-KO-Plasmide konnten also auch auf eine
Verinderung der Proliferations- bzw. Uberlebensrate der Zellen zuriickgehen, was
beriicksichtigt werden muss.

In verschiedenen Studien konnte sowohl fiir die Lig.1 als auch die Lig.3 eine Beteiligung
an a-EJ- bzw. MMEJ-vermittelten Prozessen gezeigt werden. Es wurden dabei

unterschiedliche Beobachtungen beziiglich des Ausmalles der Beteiligung von Lig.1 und
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Lig.3 an a-EJ bzw. MMEJ gemacht. So konnten Liang et al. in nukledren Extrakten aus
humanen HTDI114-Zellen eine differentielle Beteiligung von Lig.1 und Lig.3 bei
unterschiedlichen MH-Léngen darstellen (Liang et al., 2008). Simsek und Kollegen
konnten in einer Studie zur a-EJ-vermittelten Bildung chromosomaler Translokationen in
Maiusezellen eine préferentielle Beteiligung der Lig.3 bei der Existenz vorbestehender
MHs und eine préferentielle Beteiligung der Lig.1 bei Fehlen vorbestehender MHs
feststellen. Im Falle des Fehlens vorbestehender MHs sei dabei nicht auszuschlieB3en, dass
fiir die Vereinigung notwendige MHs durch die Aktivitidt von Polymerasen neu erzeugt
wiirden (Simsek, Brunet et al., 2011). Lu et al. konnten in einer Studie an murinen B-
Zellen (CHI12F3) aufzeigen, dass sich Lig.l1 und Lig.3 in der Bildung von a-EJ-
vermittelten intrachromosomalen Deletionen und a-EJ-vermittelter Class Switch
Recombination gegenseitig ersetzen konnen. Bei der a-EJ-vermittelten Bildung
interchromosomaler Translokationen konnte demgegeniiber eine préiferentielle
Beteiligung von Lig.1 bei Vorliegen langer MHs und von Lig.3 beim Fehlen von MHs
beobachtet werden (Lu et al., 2016). Auch wurde die Beteiligung von Lig.1 und Lig.3 an
unterschiedlichen a-EJ- bzw. MMEJ-Unterformen (Liang et al., 2008; Oh et al., 2014;
Simsek, Brunet et al., 2011) sowie auch eine Abhingigkeit der Lig.1- und Lig.3-
Beteiligung von der untersuchten Spezies (Paul et al., 2013) vorgeschlagen. Es konnte
eine signifikante Abnahme der Luziferaseaktivitdt bei Kotransfektion des Lig.3-KO-
Plasmides bei Verwendung von Donorplasmiden mit 15 bp- und 30 bp-MH-Armen
beobachtet werden. Unter der Annahme, dass die Kotransfektion des Lig.3-KO-
Plasmides tatsdchlich einen KO der Lig.3 herbeifiihrt, konnte dies darauf hindeuten, dass
im betrachteten MMEJ-Assay die Integration der Luziferase-Sequenz vermittelt durch
diese MH-Lingen unter Beteiligung eines Lig.3-abhéngigen a-EJ- bzw. MMEJ-
Mechanismus ablduft. Die signifikante Abnahme der gemessenen Luziferase-Aktivitit
bei Kotransfektion des Lig.1-KO-Plasmides unter Verwendung des Donorplasmides mit
30 bp-MH-Armen konnte, unter der Annahme, dass die Kotransfektion des Lig.1-
Plasmides tatsdchlich einen KO der Lig.1 herbeifiihrt, demgegeniiber auf eine zuséatzliche
Beteiligung einer Lig.1-abhingigen a-EJ- bzw. MMEJ-Unterform bei der 30 bp-MH-
vermittelten Integration der Luziferase-Sequenz im betrachteten MMEJ-Assay
hindeuten. Die erhaltenen Daten passen also zu einer differentiellen Beteiligung der Lig.1
und Lig.3 bei unterschiedlichen Homologiearmlidngen. Ein anderer Erkldrungsansatz
wire, wie bereits oben beschrieben, eine Abnahme der Proliferations- oder

Uberlebensrate der Zellen bei Kotransfektion des Lig.1- bzw. Lig.3-KO-Plasmides (siche
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hierzu auch Kapitel 4.4). Ein herbeigefiihrter KO der Lig.3 verursacht tatsachlich nach
einiger Zeit einen Wachstumsstopp und den Untergang der betroffenen Zellen (Arakawa
et al., 2012; Shokolenko et al., 2013).

Die DSB-Reparatur durch NHEJ wird durch die Aktivitét der Lig.4 komplettiert (Chaplin
& Blundell, 2020). Bei Kotransfektion des Lig.4-KO-Plasmides konnte sowohl bei der
Verwendung von Donorplasmiden mit einer Mikrohomologiearmlidnge von 15 bp als auch
30 bp eine signifikante Abnahme der gemessenen Luziferaseaktivitidt im Vergleich zur
Kotransfektion des Fiillvektors beobachtet werden. Unter der Annahme, dass die auf dem
Lig.4-KO-Plasmid codierte gRNA in Verbindung mit Cas9 tatséchlich geeignet ist, einen
KO der Lig.4 herbeizufiihren, kdnnte daher ebenfalls von einer Beteiligung von NHEJ
bei der Integration der Luziferasesequenz mit einer Homologiearmlidnge von 15 bzw. 30
bp im Rahmen unseres MMEJ-Assays ausgegangen werden. Im Falle eines solchen
Integrationsevents wire eine korrekte Expression des Luziferaseproteins moglich, wenn
die Luziferasesequenz erstens in korrekter Orientierung in den murinen RPGR-ORF15-
Locus integriert wird und zweitens die gegebenenfalls entstehenden Indels zu keiner
Frameshiftmutation der Luziferasesequenz fithren. Zu erwarten wére dies in 1/6 der Fille,
aufgrund der Tatsache dass eine von zwei Orientierungen der Integration und einer von
drei moglichen Leserahmen korrekt ist (Auer et al., 2014). Dass eine solche Integration
von Fremdsequenzen unter Beteiligung von Komponenten des NHEJ-Mechanismus
moglich ist, zeigen die Arbeiten von Maresca et al., Suzuki et al. sowie Schmid-Burgk et
al. So konnten Maresca et al. flir ihre, als Obligate Ligation-Gated Recombination
(ObLiGaRe) bezeichnete, Homologie-unabhéngige ,,knock-in*“-Strategie zeigen, dass es
bei Nu7026-vermittelter Hemmung der DNA-PK, welche eine Komponente des NHEJ-
Mechanismus darstellt, zu einer verringerten Effizienz der ObLIGaRe-vermittelten
Integration in HCT116-Zellen kam (Maresca et al., 2013). Auch Suzuki und Kollegen
konnten fiir ihre Homologie-unabhingige, als HITI bezeichnete Integrationsstrategie eine
Abnahme der Effizienz in HEK 293-Zellen bei Behandlung mit Nu7026 beobachten
(Suzuki et al., 2016). Schmid-Burgk et al. konnten durch den CRISPR/Cas9-vermittelten
KO von NHEJ-Komponenten wie DNA-PK, XLF und bemerkenswerterweise auch Lig.4
in HEK 293-Zellen eine Abhéngigkeit ihrer, als CRISPaint bezeichneten, ,,knock-in‘-
Strategie von den genannten NHEJ-Faktoren aufzeigen (Schmid-Burgk et al., 2016). Eine
alternative Erkldrung wére, wie bereits oben erwéhnt, eine Einschrinkung der
Proliferations- oder Uberlebensfihigkeit der Zellen bei Kotransfektion des Lig.4-KO-

Plasmides, welche eine geringere Anzahl an Luziferase exprimierenden Tochterzellen
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bedingen konnte (siehe hierzu auch Kapitel 4.4). In einigen Zell-Typen konnte eine
eingeschrinkte Proliferationsfahigkeit nach Lig.4-KO nachgewiesen werden (Arakawa et
al., 2012; Frank et al., 1998).

Ein Argument, dass gegen die Annahme einer Beeinflussung der Luziferase-Aktivitdt
durch eine Absenkung der Proliferations- oder Uberlebensrate der Zellen mit bereits
integrierter Luziferasesequenz durch die Kotransfektion der DNA-Ligase-KO-Plasmide
hervorgebracht werden konnte, ist, dass in diesem Fall eine Beeinflussung unabhéngig
von der verwendeten MH-Arm-Lénge zu erwarten gewesen wire. Dies konnte jedoch
nicht beobachtet werden. Es ist jedoch auch eine Kombination aus einer verringerten
Integrationseffizienz und einer Abnahme der Proliferations- oder Uberlebensrate denkbar.
Ursdchlich fiir die fehlende Beobachtung eines signifikanten Effektes bei der
Kotransfektion unserer DNA-Ligase-KO-Plasmide wunter Verwendung eines
Donorplasmides mit 10 bp-MH-Armen war moglicherweise eine stirkere funktionelle
Redundanz der drei DNA-Ligasen im Kontext der Integration der Luziferase-Sequenz
vermittelt durch 10 bp-MHs. Dadurch kam es moglicherweise beim KO einer Ligase zur
Ubernahme ihres Anteils an der Integration der Luziferase-Sequenz durch die beiden
verbleibenden DNA-Ligasen.

Generell wire ein eindeutiger Nachweis einer verringerten DNA-Ligase-Protein-
expression durch die verwendete KO-Strategie wiinschenswert, um die kausale Rolle des
DNA-Ligase-KOs bei den hier beobachteten Verdanderungen der Luziferaseaktivitdt im
Vergleich zur Kontrollgruppe weiter zu untermauern. Eine weitere sinnvolle Modifikation
der Experimente zur Erhdhung der Aussagekraft der in den Assays zur DNA-Reparatur
generierten Ergebnisse widre die Durchfithrung sogenannter Rescue-Experimente
(Graham & Root, 2015). Hierbei wiirden zusitzlich zu den bereits transfizierten
Plasmiden ein Rescue-Plasmid transfiziert werden, welches zu einer konstitutiven
Expression der jeweils im Genom ausgeknockten DNA-Ligase fiihrt. Es sollte dabei
darauf geachtet werden, die DNA-Ligase-Sequenz auf dem Plasmid so zu modifizieren,
dass eine Bindung der DNA-Ligase-KO-gRNA mit nachfolgender DSB-Induktion auf
dem Plasmid nicht moglich ist (Graham & Root, 2015). Eine darauthin beobachtete
Normalisierung der Luziferase-Expression in Zellen, die ein zusétzliches Rescue-Plasmid
erhalten haben, im Vergleich zu Zellen, welche lediglich ein DNA-Ligase-KO-Plasmid
erhalten haben, wiirde die Hypothese einer Beeinflussung der DNA-Reparatur durch die
Inaktivierung der DNA-Ligase-Gene durch die hier verwendete KO-Strategie weiter

stiitzen.
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Fiir das MMEJ-Assay existieren weitere Donorplasmide mit anderen MH-Arm-Léngen
als den hier verwendeten 10, 15 und 30 bp (Yanik et al., 2018). Die Erprobung der DNA-
Ligase-KO-Plasmide kann daher auch auf weitere MH-Arm-Langen ausgeweitet werden.
Des Weiteren wére eine Erprobung der in der AG Stieger generierten DNA-Ligase-KO-
Plasmide in weiteren Assays zur a-EJ- bzw. MMEJ-vermittelten DNA-Reparatur wie
beispielsweise Plasmid-basierten MMEJ-Assays, wie sie zum Beispiel bei Oh und
Kollegen Verwendung fanden (Oh et al., 2014), sinnvoll. Um die Auswirkungen auf die
HDR-vermittelte DSB-Reparatur evaluieren zu konnen, wére auch die Erprobung der
verwendeten DNA-Ligase-KO-Strategie in Assays, die zur Quantifikation der HDR-
Frequenz geeignet sind, wie zum Beispiel dem Traffic Light Reporter-System (Certo et
al., 2011), zweckméBig. Auch eine Erprobung im Rahmen des MMEJ-vermittelten
Genome editings anderer Loci, beispielsweise mittels des PITCh-Systems (Nakade et al.,

2014), wire denkbar.

4.2 Auswirkungen der CRISPR/Cas9-vermittelten DNA-Ligase-KO-Strategie auf
die NHEJ-Aktivitit in HEK 293T-Zellen

Das in der AG Stieger entwickelte BRET-Reporter-Assay dient der relativen
Quantifikation der NHEJ-Aktivitdt in Zellen. Eine durch die NHEJ-Aktivitit der Zelle
induzierte Frameshift-Mutation der GFP-Sequenz auf dem T11-Plasmid fiihrt dabei zu
einem Abfall der beobachtbaren BRET-Ratio. Eine niedrige BRET-Ratio spiegelt
dementsprechend eine hohere NHEJ-Aktivitit in der Zelle wieder, wéhrend eine hohe
BRET-Ratio durch eine niedrige NHEJ-Aktivitdt hervorgerufen wird (Wimmer et al.,
2021).

Ein Vorteil des BRET-Reporter-Assays ist die Unabhédngigkeit der BRET-Ratio von
Einflussfaktoren wie Schwankungen der Transfektionseffizienz, da die gemessene
Aktivitdt der Luziferase eine Moglichkeit zur Standardisierung bietet (Wimmer et al.,
2021). Die einzelnen Experimentalgruppen im BRET-Reporter-Assay waren daher als
nicht-verbunden anzusehen, da im Vergleich zum MMEJ-Assay keine wesentliche
Abhingigkeit von Faktoren wie der Transfektionseffizienz 0.A. bestehen sollte. Zugleich
wurde die Annahme einer Normalverteilung der Residuen durch den vorgeschalteten
Shapiro-Wilk-Test abgelehnt. Als addquater Test wurde daher der nicht-parametrische
Kruskal-Wallis-Test gewihlt (Bewick et al., 2004).

Bei der Anwendung des BRET-Reporter-Assays im Rahmen dieser Arbeit lief3 sich unter

anderem ein signifikanter Unterschied zwischen der Transfektion des T11-Plasmides
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alleine gegeniiber der Kotransfektion des T11- und des T3-3-Plasmides und der alleinigen
Transfektion eines Plasmides (RLuc8, siehe hierfiir (Loening et al., 2006)), welches zur
konstitutiven Expression einer Luziferase fiihrt, beobachten. Die BRET-Ratio, die bei
alleiniger Transfektion des T11-Plasmides beobachtet werden kann, spiegelt dabei eine
fehlende NHEJ-Aktivitit in den verwendeten HEK 293T-Zellen wieder, da das T3-3-
Plasmid zur Induktion des DSB in der Targetsequenz zwischen der Luziferase und dem
GFP auf dem T11-Plasmid mit nachfolgender moglicher NHEJ-Aktivitdt und Zerstorung
der GFP-Sequenz fehlt. Die bei alleiniger Transfektion des RLuc8-Plasmides zu
beobachtende BRET-Ratio spiegelt demgegeniiber den Zustand bei vollstindigem Fehlen
des GFP wieder und ist damit dquivalent zu einer Situation, in welcher es zu einer
vollstidndigen Zerstorung aller GFP-Sequenzen durch NHEJ-Aktivitdt mit nachfolgenden
Frameshift-Mutationen gekommen ist. Sie entspricht daher quasi einer Hintergrund-
BRET-Ratio. Die Tatsache, dass sie signifikant niedriger als die BRET-Ratio bei
alleiniger Transfektion des T11-Plasmides ist, demonstriert einen Ubergang von Energie
vom Donor RLuc8 zum Akzeptor GFP2 im Rahmen des BRET. Dass die BRET-Ratio bei
alleiniger Transfektion von RLuc8 sich nicht von der BRET-Ratio bei Transfektion eines
BRET-Reporter-Konstruktes aus RLuc8 und einem durch ein in-frame Stopp-Codon in
der Target-Sequenz inaktivierten GFP2 unterscheidet, konnte zuvor in einer Arbeit der
AG Stieger gezeigt werden (Wimmer et al.,, 2021). Diejenige BRET-Ratio, die bei
Kotransfektion des T11- und T3-3-Plasmides beobachtet werden konnte, spiegelt die
basale NHEJ-bedingte Zerstérungsrate der GFP-Sequenzen in den HEK 293T-Zellen
wieder.

Die Interpretation der Ergebnisse des BRET-Reporter-Assay muss, ebenso wie die der
Ergebnisse des MMEJ-Assay, aufgrund des fehlenden sicheren Nachweises der Wirkung
unserer DNA-Ligase-KO-Strategie auf Proteinebene vorsichtig erfolgen.

Bei Kotransfektion sowohl des Lig.1- als auch des Lig.3-KO-Plasmides konnte keine
statistisch signifikante Verdnderung der BRET-Ratio im Vergleich zur alleinigen
Kotransfektion des T11- und T3-3-Plasmides beobachtet werden. Es kann daher die
Nullhypothese einer fehlenden Beeinflussung der basalen NHEJ-Rate durch das Lig.1-
und Lig.3-KO-Plasmid nicht verworfen werden. Die Kotransfektion des Lig.4-KO-
Plasmides fiihrte demgegentiber zu einem signifikanten Anstieg der BRET-Ratio. Dies ist
vereinbar mit einer Absenkung der NHEJ-Aktivitit in den HEK 293T-Zellen bei
Kotransfektion des Lig.4-KO-Plasmides.

Lig.4 ist in die NHEJ-vermittelte Reparatur von DSBs involviert (Chaplin & Blundell,
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2020). Fir Lig.1 und Lig.3 wird demgegeniiber eine Beteiligung an der a-EJ- bzw.
MMEJ-vermittelten DSB-Reparatur angenommen (Liang et al., 2008; Lu et al., 2016;
Masani et al., 2016; Paul et al., 2013; Sharma et al., 2015; Simsek, Brunet et al., 2011;
Soni et al., 2014). Die im BRET-Reporter-Assay gemachten Beobachtungen sind somit
vereinbar mit einer verringerten Aktivitit der DNA-Ligasen nach Anwendung der
verwendeten KO-Strategie: Ein mdglicher KO von Lig.1 und Lig.3 sollte zu keiner
verringerten NHEJ-Aktivitdt fithren, sodass es zu keinem signifikanten Anstieg der
BRET-Ratio im Vergleich zu Zellen mit einer basalen BRET-Aktivitdt kommt, was im
Rahmen dieser Arbeit auch beobachtet wurde. Im Gegensatz dazu konnte ein KO von
Lig.4 zu einer Senkung der NHEJ-Aktivitit mit signifikantem Anstieg der BRET-Ratio
fiihren, so wie dies den in dieser Arbeit gemachten Beobachtungen entspricht.
Bemerkenswert ist der schnelle Wirkungseintritt bei Anwendung der Lig.4-KO-Strategie
in HEK 293T-Zellen binnen 24 h. Ursachlich konnte hierfiir eine schnelle Degradation
des bereits in den HEK 293T-Zellen befindlichen Lig.4-Proteins sein, sodass der Lig.4-
Proteingehalt und somit die fiir eine normale NHEJ-Aktivitdt notwendige Lig.4-Aktivitit
zligig abfallen. Ein moglicher schneller Wirkungsmechanismus wire hierbei neben einer
Frameshift-Mutation des Lig.4-Gens auch eine Blockade der Transkription des Lig.4-
Gens fiir die Zeit, in welcher der im Lig.4-Locus induzierte DSB noch nicht repariert ist.
Eine solche transkriptionelle Stilllegung findet an Loci mit DNA-Schiden statt
(Blackford & Jackson, 2017). Unter Bertiicksichtigung der von Brinkman et al. berichteten
Locus-abhingigen, langsamen Kinetik der Reparatur Cas9-induzierter DSBs mit
Reparatur-Halbwertszeiten von 8,8 oder 10,7 h an manchen Loci (Brinkman et al., 2018),
wire auch eine solche transkriptionelle Stilllegung des Lig.4-Gens nach DSB-Induktion
moglich. Des Weiteren konnte aufgrund der beschriebenen Langsamkeit der
Reparaturkinetik mancher Cas9-induzierter DSB dem Lig.4-Protein genug Zeit zur
Degradation gegeben werden, bevor der DSB auf dem T11-Plasmid repariert wird.

Zur weiteren Uberpriifung der im BRET-Reporter-Assay generierten Ergebnisse wire
eine Erprobung der verwendeten DNA-Ligase-KO-Strategie in weiteren Assays zur
NHEJ-vermittelten DNA-Reparatur wie beispielsweise dem TLR-Assay, welches auch
geeignet ist, die Rate an mutagenem NHEJ zu quantifizieren (Certo et al., 2011), sinnvoll.
Zudem ist eine Modifikation des in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchsaufbaus unter
Nutzung des BRET-Reporter-Assay im Sinne eines Rescue-Experimentes (Graham &
Root, 2015) zu empfehlen (siehe Kapitel 4.1), um die kausale Wirkung des Lig.4-KO auf
die Abnahme der NHEJ-Aktivitit in HEK 293T-Zellen weiter zu untermauern. Des
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Weiteren ldsst sich das BRET-Reporter-Assay auch in anderen Zelllinien einsetzen
(Wimmer et al., 2021), sodass eine Erprobung der verwendeten DNA-Ligase-KO-

Strategie im BRET-Reporter-Assay auch in anderen humanen Zelllinien moglich wére.

4.3 Verinderungen des DNA-Ligase-Protein-Gehalts von HEK 293T-Zellen nach
Anwendung der CRISPR/Cas9-vermittelten KO-Strategie

Bei erfolgreicher Durchfiihrung eines KO humaner DNA-Ligasen mittels der in der AG
Stieger generierten DNA-Ligase-KO-Plasmide und Cas9 ist eine verringerte Expression
des jeweiligen DNA-Ligase-Proteins in den Zellen zu erwarten. Die beiden auf den DNA-
Ligase-KO-Plasmiden fiir Lig.1 und Lig.3 codierten gRNAs sollten dabei zu einer Cas9-
vermittelten Induktion von zwei DSBs im jeweiligen DNA-Ligase-Locus im Genom der
Zellen mit nachfolgendem Verlust der dazwischenliegenden DNA-Abschnitte fiihren.
Dies sollte die Deletion eines grof3en Teils des jeweiligen Ligase-Gens bedingen. In der
Literatur ist eine Erzeugung von Klonen mit Deletionen bis zu einer Gré3e von mehr als
1 Mbp sowie eine routinemiflige Erzeugung mehrerer biallelisch deletierter Klone mit
Deletionen einer GroBe von bis zu 100 kbp bei Verwendung von zwei gRNAs beschrieben
(Bauer et al., 2015; Canver et al., 2017).

Die Target-Sequenz der verwendeten Lig.4-gRNA liegt in Exon 2 der Lig.4-Gens. Eine
dhnliche Strategie der DSB-Induktion im zweiten Exon des Lig.4-Gens wurde in
verschiedenen Studien angewandt, wobei eine Herunterregulation der Lig.4 gezeigt
werden konnte (Luteijn et al., 2018; Schmid-Burgk et al., 2016).

Um den Nachweis einer Verdnderung des DNA-Ligase-Protein-Gehalts in humanen
Zellen nach Kotransfektion eines fiir Cas9 codierenden Plasmides und eines Plasmides,
welches zur Expression einer gRNA, komplementir zu einem der drei humanen DNA-
Ligase-Loci fiihrt, zu erbringen, wurden in der vorliegenden Arbeit zwei Strategien
angewendet.

Initial sollte der Nachweis einer verringerten DNA-Ligase-Protein-Expression im
Western Blot erfolgen. Der Lig.3-Western Blot konnte dabei soweit optimiert werden,
dass ein Vergleich von Gesamtproteinisolaten aus HEK 293T-Zellen, die lediglich mit
einem Cas9-Expressions-Plasmid (Cas9-BFP) transfiziert worden waren, und HEK 293T-
Zellen, die zusidtzlich mit einem der drei DNA-Ligase-KO-Plasmide kotransfiziert
worden waren, moglich wurde. Ein eindeutiger und reproduzierbarer Nachweis einer
verringerten Lig.3-Expression nach erfolgtem Lig.3-KO lief3 sich jedoch im Western Blot

nicht erbringen. Ursdchlich war hierfiir mutmaBlich die in der Fluoreszenzmikroskopie
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und der Auswertung der Anreicherung erfolgreich transfizierter Zellen mittels FACS
abgeschitzte geringe Transfektionseffizienz der in dieser Arbeit angewandten PEI-
vermittelten Transfektion. Der dadurch bedingte gro3e Anteil an Zellen, die nicht mit dem
Cas9-BFP- und dem Lig.3-KO-Plasmid transfiziert worden waren und somit weiterhin
Lig.3-Protein exprimierten, erschwerte dabei die Detektion einer moglichen verringerten
Lig.3-Expression in den wenigen Zellen, die erfolgreich transfiziert worden waren, im
Western Blot. Verschiedene Gruppen konnten einen Nachweis der verminderten DNA-
Ligase-Protein-Expression in humanen Zellen nach CRISPR-Cas9-vermitteltem KO im
Western Blot erbringen (Balmus et al., 2019; Long et al., 2017; Luteijn et al., 2018;
Schmid-Burgk et al., 2016). Der wesentliche Unterschied zur vorliegenden Dissertation
diirfte dabei in der in den genannten Studien stattgefundenen Erzeugung DNA-Ligase-
defizienter stabiler Zelllinien bestanden haben, sodass eine homogene Population von
Zellen ohne DNA-Ligase-Expression und keine Mischpopulation von Zellen mit DNA-
Ligase-Expression und mdglicher fehlender DNA-Ligase-Expression, wie in der
vorliegenden Arbeit, bestanden hatte. Eine Generierung einer solchen DNA-Ligase-
defizienten stabilen Zelllinie durch Anwendung der in wunserer Arbeitsgruppe
hergestellten =~ DNA-Ligase-KO-Plasmide mit nachfolgendem entsprechenden
Selektionsschritt konnte dementsprechend eine Mdglichkeit darstellen, eine verringerte
Expression der DNA-Ligasen auch im Western Blot eindeutig darzustellen. Eine weitere
Moglichkeit bestiinde in einer Erhohung der Transfektionseffizienz durch weitere
Optimierung der PEI-vermittelten Transfektion oder der Anwendung alternativer
Transfektionsstrategien wie beispielsweise alternativen chemischen Transfektions-
methoden, viraler Transduktion oder physikalischen Transfektionsmethoden (Fajrial et
al., 2020).

In der vorliegenden Arbeit wurde, auch in Anbetracht der Probleme bei der Optimierung
des Lig.1- und Lig.4-Western Blots, eine andere Strategie gewihlt: Die Quantifikation
der DNA-Ligase-Protein-Menge in Proteinisolaten mittels ELISA nach zuvor
durchgefiihrter Anreicherung von BFP-positiven und damit erfolgreich transfizierten
HEK 293T-Zellen mittels FACS. Hierbei gelang fiir Lig.1 und fiir Lig.3 der einmalige
Nachweis sowohl des Zielproteins als auch eines verringerten DNA-Ligase-Protein-
Gehalts der Zellen nach Kotransfektion des Cas9-BFP- und des entsprechenden DNA-
Ligase-KO-Plasmides im Vergleich zur Transfektion des Cas9-BFP-Plasmides allein.
Eine wesentliche Limitation ist in diesem Zusammenhang allerdings die Tatsache, dass

die FACS-Anreicherung sowie auch das nachfolgende ELISA nur einmalig durchgefiihrt
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werden konnte, sodass sich sowohl die angegebenen Standardabweichungen als auch die
Durchfiihrung des t-Tests auf die Messung der zwei verglichenen Proteinisolate als
Triplikate beziehen. Die statistische Validitdt und somit die Aussagekraft sind dadurch
eingeschrinkt. Der einmalige Nachweis des verringerten Lig.1- und Lig.3-Proteingehalts
ist somit nur als starker Hinweis auf eine verringerte Lig.1- und Lig.3-Expression durch
die hier verwendete DNA-Ligase-KO-Strategie und nicht als abschlieBender Beweis zu
werten. Eine wiederholte Durchfiihrung des beschriebenen Experimentes wére
dementsprechend sinnvoll, um den Nachweis einer verringerten DNA-Ligase-Expression
nach Anwendung der DNA-Ligase-KO-Strategie zu erbringen. Fiir Lig.4 konnten im
ELISA keine sinnvollen Werte der Proteinkonzentration, bei einmaliger Durchfiihrung,
erhalten werden. Bedingt war dies moglicherweise durch den Auftrag eines zu gering
konzentrierten Proteinisolats, sodass auch die Konzentration an Lig.4-Protein unterhalb
des Bereiches lag, in welchem das verwendete Lig.4-ELISA-Kit valide Messwerte
generieren kann. Jedoch sind auch andere Storeinfliisse bei der Durchfiihrung des Lig.4-
ELISA nicht auszuschlieen. Auch das Lig.4-ELISA nach FACS-Anreicherung erfolg-
reich transfizierter Zellen sollte dementsprechend nach Optimierung der ELISA-Prozedur
in mehrfacher Ausfithrung durchgefiihrt werden, um eine mogliche Verringerung der
Lig.4-Expression durch die verwendete KO-Strategie erkennen zu konnen.

Eine weitere Option zur Darstellung des erfolgten DNA-Ligase-KO wire der Nachweis
eines verringerten DNA-Ligase-mRNA-Gehalts der Zellen nach Kotransfektion des
Cas9-BFP- und jeweiligen DNA-Ligase-KO-Plasmides durch real time quantitative RT-
PCR (qRT-PCR). Ein derartiger Ansatz wurde zum Beispiel von Yan et al. nach RNA-
Interferenz-induziertem ,,knock-down* der Lig.4 in HEK 293T-Zellen gewéhlt (Yan et
al., 2016). Des Weiteren wire eine Darstellung der angestrebten CRISPR/Cas9- und
NHEJ-vermittelten Mutationen in den DNA-Ligase-Genen auf Ebene des Genoms mittels
Sequenzierung moglich, wie dies bereits in verschiedenen Studien an humanen Zellen
durchgefiihrt wurde (Hwang et al., 2020; Long et al., 2017; Maffucci et al., 2018; Schmid-
Burgk et al., 2016).

4.4 Auswirkungen der CRISPR/Cas9-vermittelten DNA-Ligase-KO-Strategie auf
die Viabilitat von HEK 293T-Zellen

Mogliche Auswirkung unserer DNA-Ligase-KO-Strategie auf die Viabilitdit von HEK
293T-Zellen wurden im Rahmen dieser Arbeit mittels MTT-Assay evaluiert. Gemessen

wurde die iiber die Flache der Zellkultur-Wells gemittelte optischen Dichte bei 570 nm
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als MaB fiir die Reduktion von MTT zu Formazan durch die Stoffwechselaktivitét
lebender Zellen (Stepanenko & Dmitrenko, 2015). Die Zugabe von MTT zu den Wells
erfolgte dabei jeweils ca. 24 h nach der entsprechenden Behandlung der Zellen. Die
statistische Auswertung erfolgte wie auch die Auswertung des MMEJ-Assay in Form
einer Randomized Block-ANOVA bzw. Repeated Measures-ANOVA mit den einzelnen
Wiederholungen des Versuchs als Blocken, wie von Lew vorgeschlagen (Lew, 2007). Ziel
war dabei Versuchstags-abhingige Storfaktoren wie beispielsweise Schwankungen in der
Anzahl der initial ausgesdten Zellen, welche die beobachteten Ergebnisse iiber die
Kontrollgruppe und alle Experimentalgruppen hinweg beeinflussten und somit zu einer
starken Variabilitdt zwischen den Versuchstagen und einer Verbundenheit der einzelnen
Gruppen fiihren kdnnen, zu kontrollieren.

In die Durchfiihrung der Versuche wurde eine Mediumkontrolle ohne Aussaat von Zellen
und eine Negativkontrolle, in welcher den Wells 60 pl Ethanol zugegeben wurden, um
die Zellen sicher abzutdten, implementiert. Die in diesen Kontrollen gemessenen
optischen Dichten bei 570 nm waren, wie erwartet, im Vergleich zu allen anderen Wells
signifikant reduziert.

Kein signifikanter Unterschied der optischen Dichte bei 570 nm konnte zwischen Wells
mit der Transfektion des Cas9-BFP-Plasmides alleine und Wells mit Kotransfektion des
Cas9-BFP- und eines DNA-Ligase-KO-Plasmides gefunden werden. Es wurde daher die
Alternativhypothese einer zusétzlichen Senkung der Viabilitit durch die Kotransfektion
des Cas9-BFP- und eines DNA-Ligase-KO-Plasmides im Vergleich zur alleinigen
Transfektion des Cas9-BFP-Plasmides verworfen. Es konnte also in dem durchgefiihrten
MTT-Assay im betrachteten Zeitraum von 24 h nach Transfektion kein zusitzlicher
toxischer Effekt unserer DNA-Ligase-KO-Strategie im Vergleich zur alleinigen
Transfektion des Cas9-BFP-Plasmides nachgewiesen werden.

Die fehlende Verdnderung der zelluldren Stoffwechselaktivitdt bei Kotransfektion des
Cas9-BFP- und des Lig.1-KO-Plasmides im Vergleich zur alleinigen Transfektion des
Cas9-BFP-Plasmides deckt sich mit den Beobachtungen von Maffucci et al., die in der
Lage waren, eine lebensfdhige Lig.1-defiziente HEK 293T-Zelllinie mittels
CRISPR/Cas9-vermitteltem KO zu generieren (Maffucci et al., 2018). Lig.1-defiziente
HEK 293T-Zellen scheinen also prinzipiell lebensfahig zu sein. Han et al., die in der Lage
waren, eine lebensfahige, murine B-Zelllinie (CH12F3) mit Lig.1-Defizienz zu
generieren, sowie Arakawa et al., die lebensfihige Hithner-B-Zellen (DT40) mit Lig.1-

Defizienz erhalten konnten, stellten keine Einschriankung der Proliferationsfahigkeit
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Lig.1-defizienter Zellen fest (Arakawa et al., 2012; Han et al., 2014). Allerdings konnte
auch der in der vorliegenden Dissertation gewihlte Zeitraum von 24 h nach Transfektion
bis zur Durchfiihrung des MTT-Assay zu kurz gewesen sein, um negative Effekte der
verwendeten Lig.1-KO-Strategie erkennen zu konnen. Eine zu geringe Sensitivitdt des in
dieser Arbeit verwendeten MTT-Assays wire eine weitere Erklarungsmoglichkeit.

Die mitochondriale Lig.3-Isoform ist die einzige DNA-Ligase des Mitochondriums und
daher fiir die Reparatur und Replikation des mitochondrialen Genoms notwendig
(Tomkinson et al., 2013). Ein Fehlen der Lig.3-Aktivitdt fiihrt dementsprechend
schlussendlich zu einem Verlust der mitochondrialen DNA (mtDNA) mit Ausbildung
eines sog. p’-Phinotyps, der zu einer Abhingigkeit von adiquat zusammengesetzten
Kulturmedien fiihrt (Shokolenko et al., 2013). Auch in humanen Zellen (HCT116) konnte
eine Abhingigkeit der Lebensfahigkeit von der Tatigkeit der Lig.3 im Mitochondrium
gezeigt werden (Oh et al., 2014). Shokolenko et al. konnten in einer Studie an einer
murinen embryonalen Fibroblasten (MEF)-Zelllinie, in denen beide Lig.3-Allele deletiert
worden waren und die dementsprechend einen Verlust der mtDNA zeigten, zeigen, dass
diese abhingig vom Zusatz von Pyruvat und Uridin zum Kulturmedium wurden. Fehlten
Pyruvat und Uridin, so stellten die Zellen binnen 24 h ihr Wachstum ein. Binnen 48 h
setzte ein deutlich erkennbares Sterben der Zellen ein. Allerdings konnte auch gezeigt
werden, dass stark verringerte Proteinmengen an mitochondrialer Lig.3 in MEF fiir die
Replikation der mtDNA und Aufrechterhaltung der Zellatmung sowie in HeLa-Zellen fiir
den Erhalt einer normalen Anzahl an mtDNA-Kopien hinreichend waren (Shokolenko et
al., 2013). In der vorliegenden Dissertation war das Medium nur mit Pyruvat, nicht jedoch
mit Uridin supplementiert. Ein wesentlicher Unterschied der vorliegenden Dissertation
zu der genannten Studie von Shokolenko ist, dass in der vorliegenden Dissertation die
Depletion der mtDNA nicht abgewartet wurde. Die Herbeiflihrung des Lig.3-KO erfolgte
stattdessen nur fiir die Dauer der einzelnen Experimente. Es ist unter Beachtung der
Ergebnisse von Shokolenko et al. dementsprechend moglich, dass nach erfolgtem Lig.3-
KO noch fiir eine gewisse Zeit eine fiir die Aufrechterhaltung einer ausreichenden
mtDNA-Menge hinreichende Menge an Lig.3-Protein in den Mitochondrien vorhanden
ist, bevor dieses verloren geht und es zu einer Abnahme des mtDNA-Gehalts mit der
daraus folgenden Abhingigkeit von Pyruvat und Uridin oder dem Zugrundegehen der
Zellen kommt. Die in dieser Arbeit beobachtete, fehlende Abnahme des zelluldren
Stoffwechsels im MTT-Assay 24 h nach Kotransfektion des Cas9-BFP- und des Lig.3-
KO-Plasmids im Vergleich zur alleinigen Transfektion des Cas9-BFP-Plasmids konnte
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hiermit erklart werden. So konnten auch Arakawa et al. den Tod aller Zellen nach Cre-
Rekombinase-vermittelter Lig.3-Deletion in DT40-Zellen erst 5 Tage nach Einleitung der
Deletion beobachten. Eine deutliche Abnahme des Lig.3-Proteins war dabei erst nach
3 Tagen zu beobachten, obgleich die Lig.3-mRNA binnen 12 h unter die Nachweisgrenze
fiel (Arakawa et al., 2012). Paul et al. konnten den Beginn der Apoptose von DT40-Zellen
4 Tage nach Cre-vermittelter Deletion des Lig.3-Gens beobachten (Paul et al., 2013). Bei
Shokolenko et al. und auch in anderen Studien wurde die langer dauernde Kultur Lig.3-
defizienter Zelllinien alternativ dadurch ermoglicht, dass eine DNA-Ligase-Variante,
welche ausschlieBlich in die Mitochondrien transloziert wird, in den Zellen exprimiert
wurde (Arakawa et al., 2012; Lu et al., 2016; Shokolenko et al., 2013; Simsek, Furda et
al.,2011). Ein dhnliches Vorgehen oder die Supplementation von Pyruvat und Uridin wére
auch bei linger dauernden Experimenten unter Anwendung der in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Lig.3-KO-Strategiec empfehlenswert. Allerdings konnte auch bei
Supplementation der mitochondrialen Lig.3 eine eingeschrinkte Wachstumsrate von
humanen HCT116-Zellen, moglicherweise durch das Fehlen der nukledren Lig.3 oder
eine insuffiziente Tétigkeit der mitochondrialen Lig.3, beobachtet werden (Oh et al.,
2014). Die fehlende Erkennung negativer Effekte der in dieser Arbeit angewandten Lig.3-
KO-Strategie konnte auch in einer zu geringen Sensitivitit des verwendeten MTT-Assay
begriindet liegen.

In verschiedenen Studien konnten lebensfahige Lig.4-defiziente Zellen erhalten werden.
So zum Beispiel auch HEK 293-Zellen (Schmid-Burgk et al., 2016). Prinzipiell scheinen
Lig.4-defiziente HEK 293-Zellen also lebensfdhig zu sein. In Studien an murinen
embryonalen Fibroblasten (Frank et al., 1998) und DT40-Zellen (Arakawa et al., 2012)
konnte dabei eine verringerte Proliferationsfahigkeit Lig.4-defizienter Zellen beobachtet
werden. CH12F3-Zellen ohne Zytokinstimulation (Han & Yu, 2008) und humane pra-B-
Zellen (Nalm-6) (Grawunder et al., 1998) mit Lig.4-Defizienz wiesen demgegeniiber
keine Einschrinkung der Proliferationsfahigkeit auf. In der vorliegenden Arbeit konnte
innerhalb eines Zeitraums von 24 h kein negativer Effekt der verwendeten Lig.4-KO-
Strategie auf die mit der Viabilitdt korrelierte Stoffwechselaktivitidt von HEK 293T-Zellen
im Vergleich zur alleinigen Transfektion des Cas9-BFP-Plasmids ausgemacht werden.
Mogliche Erklarungsstrategien hierfiir wiren u.a. eine Zelltyp-abhiangige Notwendigkeit
von Lig.4 fiir die Zellproliferation, ein spateres Auftreten von negativen Effekten auf die
Viabilitdt der Zellen als 24 h sowie eine zu geringe Sensitivitit des verwendeten MTT-

Assay.
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Eine signifikante Reduktion der optischen Dichte bei 570 nm konnte nachgewiesen
werden, wenn Wells mit unbehandelten Zellen mit Wells verglichen wurden, in welchen
die Zellen mit dem Cas9-BFP-Plasmid alleine oder dem Cas9-BFP-Plasmid in
Kombination mit dem Lig.1-, Lig.3- oder Lig.4-KO-Plasmid kotransfiziert worden
waren, also in allen Wells die mit Plasmid-DNA transfiziert worden waren. Die hier
beobachtete Reduktion geht moglicherweise auf eine unspezifische Toxizitdt der PEI-
vermittelten Transfektion von DNA zurtick.

Die erhaltenen Ergebnisse im MTT-Assay miissen vor dem Hintergrund der niedrigen
beobachteten Transfektionseffizienz unseres PEIl-vermittelten Ansatzes mit Vorsicht
interpretiert werden. Ein geringerer Anteil erfolgreich transfizierter Zellen resultiert in
einem geringeren Anteil an Zellen, in denen die verwendete DNA-Ligase-KO-Strategie
mogliche toxische Effekte entfalten kann. Dies konnte zu einer Unterschdtzung moglicher
negativer Effekte auf die Zellviabilitdt im MTT-Assay fiihren. Das Zeitfenster der MTT-
Zugabe von 24 h nach erfolgter Transfektion wurde ebenfalls mit Blick auf die niedrige
Transfektionseffizienz gewéhlt: Aufgrund der heterogenen Zellpopulation von
erfolgreich transfizierten und nicht-transfizierten Zellen zu Gunsten der nicht-
transfizierten Zellen hitte bei der Wahl groBerer Zeitrdume und dementsprechend dem
Zustandekommen zusitzlicher Zellteilungen die Mdglichkeit bestanden, dass sich die
Zellpopulation zu einem spéteren Zeitpunkt zu einem noch groferen Teil aus nicht-
transfizierten Zellen zusammensetzt. Verstirkt worden wire dieser Effekt eventuell
zusdtzlich durch mogliche Selektionsvorteile von nicht-transfizierten gegeniiber
transfizierten Zellen. Die zustande kommende MTT-Reduktion wire dann im
Wesentlichen durch die Stoffwechseltatigkeit nicht-transfizierter Zellen bedingt gewesen,
was mogliche negative Effekte der verwendeten KO-Strategie auf die transfizierten
Zellen potentiell maskiert hétte. Zudem sollte die Interpretation der Ergebnisse wie auch
beim MMEJ- und BRET-Reporter-Assay aufgrund des fehlenden eindeutigen KO-
Nachweises auf Proteinebene (siehe Kapitel 4.1) vorsichtig erfolgen.

Das im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte MTT-Assay diente daher nur einer
ersten Evaluation moglicher negativer Effekte unserer DNA-Ligase-KO-Strategie auf die
Viabilitdt humaner Zellen. Zur genaueren Bewertung mdglicher toxischer Effekte sollten
sich weitere Versuche anschlieBen. Neben MafBnahmen zur Erhdhung des Anteils
erfolgreich transfizierter Zellen ist hierbei unter anderem an eine Einbeziehung weiterer
humaner Zelllinien zu denken, um eine Zelltyp-abhédngige Zytotoxizitdt der KO-Strategie

aufdecken zu konnen. Des Weiteren wire bei erfolgreicher Erhéhung der
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Transfektionseffizienz die Evaluation moglicher zytotoxischer Effekte {iber langere
Zeitrdume als 24 h sinnvoll, um die Detektion spiter auftretender Effekte auf die Viabilitit
humaner Zellen zu ermoglichen. Durch geeignete Selektionsstrategien konnten unter
Anwendung unserer KO-Strategie auch homogene Zellpopulationen generiert werden,
welche dann hinsichtlich ihrer Viabilitét, Proliferations- und Nekrose/Apoptose-Rate mit
Wildtypzellen verglichen werden konnten, wie dies bereits in verschiedenen Studien
durchgefiihrt wurde (Arakawa et al., 2012; Han et al., 2014; Paul et al., 2013). Eine
weitere Limitation liegt in der Natur des MTT-Assay, die Viabilitit von Zellen nicht direkt
zu messen, sondern stattdessen die Aktivitdt bestimmter metabolischer Vorgédnge lebender
Zellen. Dementsprechend ist ein Uber- oder Unterschitzen von toxischen Effekten auf
Zellen im MTT-Assay moglich, wenn die zugrundeliegende Behandlung der Zellen
gleichzeitig einen Einfluss auf entsprechende zur MTT-Reduktion fiihrende metabolische
Vorgénge hat. Die Anwendung eines zweiten, nicht auf diesen metabolischen Vorgéngen
beruhenden Assays zur Evaluation der Zellviabilitit wéire dementsprechend sinnvoll.

(Stepanenko & Dmitrenko, 2015).

4.5 Schlussfolgerungen und Ausblick

Bei Kotransfektion der in dieser Arbeit verwendeten DNA-Ligase-KO-Plasmide lieen
sich Verdanderungen in dem in der AG Stieger generierten MMEJ-Assay (Yanik et al.,
2018) und BRET-Reporter-Assay (Wimmer et al., 2021) beobachten, welche sich
moglicherweise auf eine Beeinflussung der DSB-Reparatur in den verwendeten
HEK 293T-Zellen zuriickfiihren lassen. Um die beobachteten Verdnderungen ursidchlich
auf eine tatsdchliche Suppression der DNA-Ligase-Aktivitit bedingt durch eine
verringerte Expression der DNA-Ligasen zuriickfithren zu konnen, sollte ein Nachweis
der Abnahme von DNA-Ligase-mRNA oder -Protein in den Zellen erbracht werden. Eine
mogliche Option um dies zu erreichen, wére die mehrfache Wiederholung der in dieser
Arbeit angewandten Strategie bestehend aus der FACS-Anreicherung erfolgreich
transfizierter Zellen mit nachfolgender Quantifikation des DNA-Ligase-Proteins in
Proteinisolaten aus derartig angereicherten Zellen. In einem Zeitraum 24 h nach
Transfektion konnte im MTT-Assay keine zusdtzliche Toxizitdt bei Kotransfektion der
DNA-Ligase-KO-Plasmide gemeinsam mit einem Cas9-Expressionsplasmid im
Vergleich zur alleinigen Transfektion des Cas9-Expressionsplasmides beobachtet werden.
Trotzdem ist eine noch sensitivere und auch zu spéteren Zeitpunkten stattfindende

Evaluation méglicher Effekte der verwendeten DNA-Ligase-KO-Strategie auf Viabilitit,
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Proliferations- und Apoptose/Nekrose-Rate wiinschenswert. Dies v.a. auch mit Blick auf
die Tatsache, dass es im angewandten MMEJ-Assay zu einer Beeinflussung der
Ergebnisse durch Anderungen von Viabilitit, Proliferations- und Apoptose/Nekrose-Rate
kommen miisste.

Eine Besonderheit des in dieser Arbeit verwendeten Ansatzes ist die gleichzeitige
Transfektion der Assay-Komponenten mit den DNA-Ligase-KO-Plasmiden mit dem Ziel
unter Ausnutzung der Fahigkeit des CRISPR/Cas9-Systems zum Multiplexing (Le Cong
et al., 2013) simultan mit dem Beginn des jeweiligen Assay einen KO der entsprechenden
DNA-Ligase herbeizufiihren. In anderen Arbeiten zur nukleiren DNA-Reparatur und
Genome editing unter Verwendung CRISPR/Cas9-vermittelter DNA-Ligase-KOs
wurden demgegeniiber DNA-Ligase-defiziente Zellklone generiert, welche dann in den
entsprechenden Experimenten zum Einsatz kamen (Balmus et al., 2019; Hwang et al.,
2020; Lu et al., 2016; Schmid-Burgk et al., 2016).

Anzuraten wire des Weiteren eine off target-Analyse der auf den DNA-Ligase-KO-
Plasmiden codierten gRNAs, um mdgliche off target-Effekte als Ursache der in den
DNA-Reparatur-Assays beobachteten Verdnderungen ausschlieBen zu konnen. Hierzu
eignen sich verschiedene Sequenzierungsstrategien. Auch die Durchfiihrung von Rescue-
Experimenten wire filir die Bestitigung einer kausalen Rolle eines tatsdchlichen DNA-
Ligase-KOs an den gemachten Beobachtungen sinnvoll und kdnnte zum Ausschluss von
off target-Effekten als Ursache fiir die gesehenen Verdnderungen beitragen (Graham &
Root, 2015).

Nach Erbringung des Nachweises, dass die in dieser Arbeit verwendeten DNA-Ligase-
KO-Plasmide tatsdchlich einen KO der jeweiligen DNA-Ligase in humanen Zellen
herbeifiihren, kann die hier angewendete DNA-Ligase-KO-Strategie in weiteren
Experimenten Anwendung finden. Aufgrund des irreversiblen Charakters eines so
herbeigefiihrten KOs, sollte auf die Anwendung in vivo jedoch verzichtet werden. Hier
sollte potentiell reversiblen Ansdtzen zur Suppression der DNA-Ligase-Aktivitdt mittels
zum Beispiel der pharmakologischen Manipulation durch SCR7 (Srivastava et al., 2012;
Vartak et al., 2018), RNA-Interferenz (Robert et al., 2015; van Chu et al., 2015; Yan et
al., 2016), der Verwendung der adenoviralen Proteine E1B55K und E4orf6 (Robert et al.,
2015; van Chu et al., 2015) sowie CRISPRi (Ye et al., 2018) und CasRx (Pan et al., 2019)
zur Beeinflussung des Ergebnisses von Genome editing-Strategien der Vorzug gegeben

werden.
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5 Zusammenfassung

Genome editing unter Verwendung des CRISPR/Cas9-Systems stellt einen
vielversprechenden Ansatz zur Therapie genetisch bedingter Erkrankungen wie zum
Beispiel erblicher Netzhautdystrophien dar. Die Korrektur pathogener Mutationen erfolgt
dabei im Rahmen der Reparatur Cas9-induzierter Doppelstrangbriiche (DSBs) durch die
zelleigenen DSB-Reparaturmechanismen wie Nonhomologous end joining (NHEJ),
Homology-directed repair (HDR) und Microhomology-mediated end joining (MMEJ).
Die DSB-Reparatur wird dabei durch die Mechanismus-spezifischen DNA-Ligasen 1, 3
und 4 komplettiert. Das Ergebnis der Korrektur ist dabei u.a. davon abhéngig, welcher
DSB-Reparaturmechanismus fiir die Reparatur verwendet wurde, sodass ein genaues
Verstindnis und Manipulationsmoglichkeiten der Reparaturmechanismen fiir die
Entwicklung von Genome editing-basierten Therapiestrategien bedeutsam sind.

Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Erprobung einer CRISPR/Cas9-basierten
»knock-out” (KO)-Strategie fiir die drei humanen DNA-Ligasen in einem Luziferase-
basierten Assay zu MMEJ-vermitteltem Genome editing und einem Bioluminescence
Resonance Energy Transfer (BRET)-basierten Assay zu NHEJ-vermittelter DNA-
Reparatur. Des Weiteren wurde mittels Western Blot und ELISA nach FACS-
Anreicherung erfolgreich transfizierter Zellen der Versuch unternommen, eine Abnahme
der DNA-Ligase-Proteinmenge in den Zellen nach Anwendung der DNA-Ligase-KO-
Strategie nachzuweisen. Ein MTT-Assay diente der Evaluation mdglicher toxischer
Effekte der verwendeten DNA-Ligase-KO-Strategie. Die Durchfiihrung der Versuche
erfolgte an HEK-Zelllinien.

Bei Anwendung der DNA-Ligase-KO-Strategie konnten im Assay zu MMEJ-
vermitteltem Genome editing eine verringerte Luziferaseaktivitdt in Abhéngigkeit von
der verwendeten Mikrohomologiearmlédnge und der individuellen DNA-Ligase, welche
ausgeknockt wurde, beobachtet werden. Dies ist ein moglicher Hinweis auf einen
verringerten Einbau der Luziferase-Sequenz in das zelluldre Genom. Im Assay zu NHEJ-
vermittelter DNA-Reparatur konnte ein Anstieg der BRET-Ratio bei KO der NHEJ-
assoziierten DNA-Ligase 4 beobachtet werden, als moglicher Hinweis auf eine
verringerte NHEJ-Aktivitdat. Die Durchfilhrung des ELISA nach FACS-Anreicherung
erfolgreich transfizierter Zellen nach Anwendung der DNA-Ligase-KO-Strategie
erbrachte einen ersten Hinweis auf einen verringerten Proteingehalt der DNA-Ligasen 1
und 3 in HEK 293T-Zellen. Im MTT-Assay konnten in einem Zeitraum von 24 h keine
negativen  Effekte der verwendeten  DNA-Ligase-KO-Strategie  auf  die
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Stoffwechselaktivitdt von HEK 293T-Zellen nachgewiesen werden.

Zusammenfassend ergaben sich erste Hinweise auf eine Beeinflussung der DNA-
Reparatur in den verwendeten Assays in humanen Zellen durch die verwendete DNA-
Ligase-KO-Strategie. Es konnten erste Hinweise auf eine verringerte Expression der
DNA-Ligasen 1 und 3 nach Anwendung der betrachteten DNA-Ligase-KO-Strategie
erhalten werden. Des Weiteren scheint die verwendete DNA-Ligase-KO-Strategie keine
negativen Effekte auf die Viabilitdt von HEK 293T-Zellen in einem Zeitraum von 24 h zu
haben.
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6 Summary

Genome editing using the CRISPR/Cas9 system is a promising therapy approach for
genetically diseases like inherited retinal dystrophies. The correction of pathogenic
mutations is carried out as part of the repair of Cas9-induced double strand breaks (DSBs)
by the cells own DSB repair mechanisms like Nonhomologous end joining (NHEJ),
Homology-directed repair (HDR) and Microhomology-mediated end joining (MMEYJ).
The DSB repair is thereby completed by the mechanism-specific DNA ligases 1, 3 and 4.
The result of the correction depends thereby on which DSB repair mechanism was used
for the repair amongst others, so that a precise understanding as well as possibilities to
manipulate the repair mechanisms are important for the development of genome editing-
based therapy strategies.

The aim of the present thesis was therefore the testing of a CRISPR/Cas9-based knock
out (KO) strategy for the three human DNA ligases in a luciferase-based Assay for
MMEJ-mediated genome editing and a Bioluminescence Resonance Energy Transfer
(BRET)-based assay for NHEJ-mediated DNA repair. Furthermore, the attempt was made
to detect a decreased amount of DNA ligase protein within the cells after the application
of the DNA ligase KO strategy by means of Western blot and ELISA after the enrichment
of successfully transfected cells. An MTT assay served for the evaluation of possible toxic
effects of the used DNA ligase KO strategy. The experiments were carried out on HEK
cell lines.

When using the DNA ligase KO strategy, a reduced luciferase activity was observed in
the assay for MMEJ-mediated genome editing, depending on the microhomology arm
length and the individual ligase that was knocked out. This is a possible indication of a
reduced incorporation of the luciferase sequence into the cellular genome. In the assay
for NHEJ-mediated DNA repair an increase of the BRET-Ratio could be observed when
knocking out the NHEJ-associated DNA ligase 4, as a possible indication of a reduced
NHEJ activity. Carrying out the ELISA after FACS enrichment of successfully transfected
cells after the application of the DNA ligase KO strategy provided a first indication of a
reduced protein amount of the DNA ligases 1 and 3 in HEK 293T cells. In the MTT assay
no negative effects of the used DNA ligase KO strategy on the metabolic activity of
HEK 293T cells could be detected within a period of 24 h.

In summary, there were first indications for an influence of the used DNA ligase KO
strategy on the DNA repair in the used assays in human cells. First indications for a

reduced expression of the DNA ligases 1 and 3 after the application of the used DNA
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ligase KO strategy could be obtained. Furthermore, the used DNA ligase KO strategy
doesn’t seem to have negative effects on the viability of HEK 293T cells within a period

of 24 h.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

ug Mikrogramm

ul Mikroliter

um Mikrometer

10x zehnfach

1x einfach

3 3‘-Ende einer Nukleinsédure

5¢ 5‘-Ende einer Nukleinsdure

53BP1 TP53-binding protein 1

5x fiinffach

A Adenin

a-EJ alternative end joining

AG Arbeitsgruppe

AMP Adenosinmonophosphat

ANOVA analysis of variance

APS Ammoniumperoxodisulfat

AT Osterreich

ATCC American Type Culture Collection

ATM Ataxia telangiectasia mutated

ATP Adenosintriphosphat

ATR/ATRIP Ataxi.a telangiectasia and Rad3-related protein/ATR-interacting
protein

BFP blau-fluoreszierendes Protein

BLM Bloom-Syndrom-Protein (RecQ2)

bp Basenpaare

BRCA1 Breast cancer type 1 susceptibility protein

BRCA2 Breast cancer type 2 susceptibility protein

BRET Bioluminescence Resonance Energy Transfer

C Cytosin

CA Kalifornien

Cas CRISPR associated genes

Cas9 CRISPR associated protein 9

CasRx guide-Sequenz-abhéingige Ribonuklease

CH Schweiz

CHI12F3 Murine Lymphom-Zelllinie

cm Zentimeter

cm? Quadratzentimeter

CMV Zytomegalievirus

Cre ,causes recombination* (Rekombinase)

CRISPaint CRISPR-assisted insertion tagging

CRISPR clustered regularly interspaced short palindromic repeats

CRISPRi CRISPR interference

crRNA CRISPR-RNA

CtIP CtBP(C-terminal binding protein 1)-interacting protein

ddH>O doppelt destilliertes Wasser

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium
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DMEM +++ DMEM mit Supplementen (siche Tabelle 2.8)
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA deoxyribonucleic acid
DNA2 DNA replication ATP-dependent helicase/nuclease DNA2
DNA-PKc DNA-dependent protein kinase catalytic subunit
DSB DNA-Doppelstrangbruch
DT40 Gallus gallus-Lymphoblasten-Zelllinie
EIB5S5K adenovirales E1B-Protein mit einem Molekulargewicht von 55 kDa
adenovirales Protein, welches mit E1B55K eine Ubiquitinligase
E4orf6 .
bildet
EDTA Ethylendiamintetraessigsdure
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
EXOl1 Exonuclease 1
FACS fluorescence-activated cell sorting
FDA U.S. Food and Drug Administration
FKS Fetales Kélberserum
FR Frankreich
G Guanin
g Gramm
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GFP griin-fluoreszierendes Protein
GmbH Gesellschaft mit beschrénkter Haftung
GOI Gene of interest
gRNA guide RNA
h Stunden (hours)
HCT116 Humane Coloncarcinom-Zelllinie
HDR Homology-directed repair
HEK 293 human embryonic kidney 293(-Zellen)
HEK 293T gut transfizierbares Derivat der HEK293T-Zellen
HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsiure
HITI homology-independent targeted integration
HRP horseradish peroxidase
HTDI114 Humane Fibrosarkom-Zelllinie
IgG Immunglobulin G
IL Illinois
Indel Insertionen und/oder Deletionen
Kbp Kilobasenpaare
kDa Kilodalton
KO ,.knock-out*
Heterodimeres Protein aus Ku70 und Ku80. Beteiligt an
Ku . .
Nonhomologous end joining.
LB Luria Broth Base
Lig.1 DNA-Ligase 1
Lig.3 DNA-Ligase 3
Lig.4 DNA-Ligase 4
Luc Luziferase
M molar
mA Milliampere
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Mbp Megabasenpaare
mBU milli BRET units
MEF Murine embryonale Fibroblasten
mg Milligramm
MH Mikrohomologie/mikrohomologe Sequenz
Min. Minuten
ml Milliliter
mM Millimolar
MMEJ Microhomology-mediated end joining
MO Missouri
mORF15 murines RPGR-ORF15-Exon
Double-strand break repair protein Mrell (Meiotic recombination
Mrell
11 homolog 1)
MRN Mrel1-Rad50-Nbs1-Komplex
mRNA messenger-RNA
mtDNA mitochondriale DNA
MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
N beliebige Base
Nalm-6 Humane precursor B-cell acute lymphoblastic leukemia-Zelllinie
Nbsl Nibrin
ng Nanogramm
NHEJ Nonhomologous end joining
nm Nanometer
nt Nukleotide
Nu7026 DNA-PK-Inhibitor
ObLiGaRe Obligate Ligation-Gated Recombination
OD optische Dichte
OH Hydroxy-Gruppe
p Wabhrscheinlichkeit
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PAM protospacer adjacent motif
PARP-1 Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1
PBS phosphate-buffered saline
PCNA Proliferating cell nuclear antigen
PEI Polyethylenimin
pH Potentia hydrogenii
PITCh Precise Integration into Target Chromosome
Pol p DNA-Polymerase mu
Pol 6 DNA-Polymerase delta
Pol ¢ DNA-Polymerase epsilon
Pol 6 DNA-Polymerase theta
Pol A DNA-Polymerase lambda
Rad50 RADS50 Double Strand Break Repair Protein
Rad51 Rad51-Rekombinase
Rad52 DNA repair protein RAD52 homolog
RecA Recombinase A
RLU relative luminescence units
RLuc8 durch Mutation optimierte Version der Renilla-Luziferase
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RNA ribonucleic acid

RP Retinitis pigmentosa

RPA Replication Protein A

RPE65 Retinal pigment epithelium-specific 65 kDa protein

RPGR Retinitis pigmentosa GTPase regulator

RPGR-Ex 1-19 | RPGR-Isoform mit Expression der Exons 1 bis 19
RPGR-Isoform mit Expression der Exons 1 bis 14 sowie des Exons

RPGR-ORF15 | ORF15 bestehend aus dem alternativ gespleifiten Exon 15 und
Intron 15

rpm revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute)

SCR7 Inhibitor von Lig.4 und (in geringerem Maf3e) Lig.3

SDS sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)

SDSA synthesis-dependend strand annealing

sgRNA single guide RNA

SpCas9 Streptococcus pyogenes-Cas9

T Thymin

TALENSs Transcription activator-like effector nucleases

TBS Tris-buffered saline

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

tractfRNA trans-activating crRNA

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

X Texas

U Internationale Einheit

UK United Kingdom

USA United States of America

\Y Volt

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

v/v volume per volume

w/v weight per volume

WA Washington

WRN Werner syndrome ATP-dependent helicase

Xg Vielfaches der Erdbeschleunigung

XLF XRCCA4-like factor (Non-homologous end-joining factor 1)

XRCC1 X-ray repair cross-complementing protein 1

XRCC4 X-ray repair cross-complementing protein 4
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