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Zusammenfassung

Hamophilie A (HA) ist eine X-chromosomal-rezessiv vererbte Blutgerinnungsstot-
rung mit einem vollstédndigen Fehlen oder einem funktionellen Defizit des Gerin-
nungsfaktors VIII (FVIII). Trotz der Therapiefortschritte innerhalb der letzten
Jahre, zeigen HA-Patienten auch unter der regelmafligen FVIII-Substitutionsthe-
rapie weiterhin multiple Komplikationen, einschlie3lich Gelenkschéaden, Entste-
hung einer Immunantwort (Hemmkorper) und reduzierter Lebensqualitat. Im Ge-
gensatz zu den bisherigen Therapieoptionen stellt die Gentherapie (GT) die viel-
versprechende Mdglichkeit einer dauerhaften Anhebung des FVIII-Spiegels bis
hin zur Heilung der HA in Aussicht.

In der vorliegenden Arbeit konnte ein geeignetes HA-Zellmodell auf Basis der
primaren humanen hepatischen sinusoidalen Endothelzellen (HHSEC) etabliert
werden, um die zukinftige Erforschung einer SaCas-CRISPR-basierten HA-GT
in vitro zu evaluieren, sowie wichtige Erkenntnisse fur weiterfihrende Arbeiten
gewonnen werden.

Mittels stabiler Integration des Doxycyclin-induzierbaren large T-Onkogens
konnte eine gut charakterisierte, immortale HHSEC LT-Zelllinie hergestellt wer-
den, welche funktionalen FVIII exprimiert. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
die Immortalisierung in Abhangigkeit von Doxycyclin fur weiterfihrende Experi-
mente in der Zellkultur essenziell ist, um Stressreaktionen der HHSEC, aufgrund
rascher Seneszenz und Apoptose, zu umgehen.

Im weiteren Verlauf des GT-Projektes sollten verschiedene HHSEC-F8-Mutati-
ons-Zelllinien hergestellt werden. Neben der Gensequenzierung wurden in der
vorliegenden Arbeit mehrere in Betracht kommende FVIII-Detektionsverfahren
getestet, um den Erfolg einer eingefiihrten F8-Genmutation in HHSEC sowie ih-
rer anschlieRenden Reparatur im weiteren Verlauf des GT-Projektes auch auf
Proteinebene zu demonstrieren. Hierbei konnte gezeigt werden, dass fur die vor-
liegende Fragestellung sich insbesondere die Immunfluoreszenz- (IF-) Mikrosko-
pie und die Quantifizierung der FVIII-Aktivitat (FVIII:C) mittels aPTT-basierter
Messung zur spezifischen Detektion von FVIII in HHSEC bewéhren.

In Anlehnung an patientenspezifische F8-Genmutationen mit einem Frameshift-
Effekt wurden flnf verschiedene sgRNA/SaCas9-CRISPR-Expressionsvektoren

konstruiert und mittels lentiviralem Gentransfer in die immortalisierten HHSEC



stabil transduziert. Nach PCR-Amplifikation der betreffenden genomischen Loci
dieser funf verschiedenen stabil transduzierten HHSEC-F8-Mutations-Zelllinien
zeigte die anschlieRende Sequenzierung, dass vier der funf hergestellten Kon-
strukte Genveranderungen mit potenziellen Frameshift-Effekten in HHSEC gene-
rieren konnten, wovon zwei sehr gute Ergebnisse erzielten. Korrelierend zu den
Sequenzierergebnissen konnten ebenfalls Verminderungen der FVIII-Fluores-
zenzintensitat mittels mikroskopischer IF-Aufnahmen sowie der FVIII:C mittels
aPTT-basierter Messung dargestellt werden.

Weiterhin konnte bei der Beurteilung des morphologischen Erscheinungsbildes
der stabil transduzierten HHSECs eine optisch veranderte Zellmorphologie sowie
ein Wachstumsnachteil innerhalb der beiden Zellpools mit den hdchst erreichten
Indel-Raten und der niedrigsten FVIII:C beobachtet werden. Diese Beobach-
tungen erlaubten die Formulierungen neuartiger, vielversprechender Hypothesen

in Bezug auf das Grundverstandnis der HA-Erkrankung.



Abstract

Haemophilia A (HA) is an X-chromosome linked hereditary blood coagulation dis-
order with a functional deficit or a complete absence of clotting factor VIII (FVIII).
Despite the therapeutic advances within the last few years, HA-patients continue
to exhibit multiple complications, including bleeding, joint damage, development
of an immune response against the exogenous protein and reduced quality of life,
even with regular FVIII substitution therapy. In contrast to current therapeutic op-
tions, gene therapy (GT) holds out the promising possibility of a less intrusive and
perhaps safer alternative to reach a long-term increase in FVIII levels up to the
point of curing HA.

In the present work, a suitable HA cell model based on primary human hepatic
sinusoidal endothelial cells (HHSEC) was established to evaluate the future ex-
ploration of a therapeutic SaCas9-CRISPR-based gene therapy approach.
Therefore, we first immortalized primary HHSEC, the natural cell of FVIII synthe-
sis in humans, by lentiviral transduction of a doxycycline-inducible SV40-Large T
oncogene. Furthermore, it was shown that continuous doxycycline-dependent im-
mortalization is essential for further experiments in cell culture to avoid stress
responses of HHSECs due to rapid senescence and apoptosis.

In the further course of this project, various HHSEC-F8-mutation-cell lines were
to be generated. In order to demonstrate the success of an introduced F8-gene
mutation in HHSEC to subsequently evaluate CRISPR-based protein repair, sev-
eral FVIII detection methods were tested. It was shown that immunofluorescence
(IF) microscopy and the quantification of FVIlI-activity (FVIII:C) using aPTT-
based FVIII clotting assay are particularly suitable for the specific detection of
FVIII in HHSEC.

Following patient-specific F8 gene mutations with frameshift effect, five different
sgRNA/SaCas9-CRISPR expression vectors were constructed and stably trans-
duced into the immortalized HHSEC by lentiviral gene transfer. Characterization
and verification of immortalized HHSEC with and without F8 mutation were per-
formed by PCR amplification and sequencing as well as immunofluorescence
and aPTT-based FVIII activity assays. The sequencing results showed that four
of these five designed sgRNA/SaCas9-CRISPR-constructs were able to generate

gene changes with potential frameshift effects in HHSEC, two of which performed
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very well. Correlating to the sequencing results, it was also possible to show a
reduced FVIlI-fluorescence intensity using IF-microscopic and a reduced FVIII:C
using aPTT-based FVIII clotting assay.

Furthermore, when assessing the morphological appearance of the stably trans-
duced HHSECSs, an optically altered cell morphology as well as a growth disad-
vantage within the two cell pools with the highest achieved indel-rates and the
lowest FVIII:C could be observed. These observations allowed the formulation of

novel, promising hypotheses related to the basic understanding of HA disease.



1 Einleitung

1.1 Blutstillung (Hamostase)

Die Hamostase ist eine lebenswichtige Funktion des menschlichen Organismus.
Sie befahigt den Korper, Gefaldschaden abzudichten und damit einen erhebli-
chen Blutverlust zu reduzieren. Hierbei handelt es sich um ein komplexes Inei-
nandergreifen von vaskularen, zellularen und plasmatischen Komponenten. Tritt
eine Gefaldlasion auf, so werden subendotheliale Strukturen z. B. Kollagen und
Fibronektin freigelegt, welche tber das Bindeglied von-Willebrand-Faktor (VWF),
die Adhasion und Aktivierung der Thrombozyten bewirken. Durch diesen Vor-
gang wird der erste, zunachst labile Wundverschluss erreicht. Ein dauerhafter
und stabiler Wundverschluss wird durch die Ausbildung eines festen Fibrinfaser-
netzes in der plasmatischen Gerinnung erreicht?.

Fur die Beschreibung der plasmatischen Gerinnung unterscheidet man einen
extrinsischen und intrinsischen Weg, wobei jeder Weg aus der Abfolge von sich
nacheinander proteolytisch aktivierenden Gerinnungsfaktoren besteht, die in eine
gemeinsame Endstrecke munden (siehe Abb. 1). Trotz starker Wechselwirkungen
beider Wege wird aus didaktischen Griinden dieses Modell beibehalten?. Jeder
Gerinnungsfaktor, abgekurzt mit ,F*, wird mit einer romischen Ziffer bezeichnet.
Zur Unterscheidung der aktiven und inaktiven Form wird ein ,a“ (aktiviert) an die
Ziffer angefiigt. Bei den Faktoren XIlI, XI, X, IX, VII, Il handelt es sich um Serin-
proteasen, die in ihrer inaktiven Form frei im Plasma zirkulieren und bei Bedarf in
den geschadigten GefaRabschnitten aktiviert werden?.

Das intrinsische System besteht aus intravasalen Komponenten, welche eine
Gerinnung ohne eine verletzungsbedingte GefalRwandschadigung auslosen.
Durch Kontakt zu artifiziellen Oberflachen kommt es zu einer Autoaktivierung von
FXII. In der Folge werden nacheinander FXI und FIX aktiviert. FXla bildet mit
FVllla, Calcium (Ca?*) und Phospholipiden den Tenasekomplex. Er aktiviert FX
und mindet in die gemeinsame Endstrecke?.

Das extrinsische System bendtigt den extravasal lokalisierten Tissue Factor (TF),
welcher in hoher Konzentration im subendothelialen Gewebe vorkommt und erst

durch die Gefaldlasion freigelegt wird. Aktiviert wird der extrinsische Weg durch



FVlla, der im Unterschied zu den restlichen Gerinnungsfaktoren zu einem gerin-
gen Teil in der aktiven Form im Blut zirkuliert, und nach der Gefaf3lasion an TF
bindet. Substrat vom FVlla-TF-Komplex ist FX?.

In der gemeinsamen Endstrecke verbinden sich FXa und FVa zum Prothrombi-
nase-Komplex. Dieser katalysiert in Anwesenheit von Ca?* und Phospholipiden
die proteolytische Spaltung von Prothrombin zu Thrombin (Flla). Thrombin spal-
tet Fibrinogenmolekiile, die sich zu Fibrinpolymeren polymerisieren und durch
FXllla zu einem biomechanisch stabilem Fibrinnetz quervernetz werden?*. Wei-
terhin gehdren zu den Substraten von Thrombin unter anderem FXI, FXIII, FV
und FVIII. Somit stellt Thrombin Gber positive Rickkopplungsmechanismen den
zentralen Verstarker der initialen Gerinnungsaktivierung dar. FVa und FVllla sind
geschwindigkeitsbestimmende Kofaktoren. lhre Konzentrationserhéhung fihrt

unmittelbar zu einer Verstarkung der Thrombinbildung?.

Intrinsischer Gerinnungsweg

EXII S FXlla Extrinsischer Gerinnungsweg

/-N
FXI FXla Tenase-Komplex

N + FVllla
FIX FIXa +Ca® g

+ Phospho-
lipide TF + FVlla

Gemeinsame Endstrecke

Endothellasion

+ Phospho-
lipide

T .
Prothrombin Thrombin

’_N
Fibrinogen Fibrin

FXllla
Stabiler Fibrin-

thrombus

Abb. 1: Vereinfachte Darstellung der plasmatischen Gerinnungskaskade.

Differenziert wird zwischen einem extrinsischen und intrinsischen Weg der plasmatischen Gerin-
nung, wobei jeder Weg aus der Abfolge von sich nacheinander proteolytisch aktivierenden Ge-
rinnungsfaktoren besteht, die in eine gemeinsame Endstrecke miinden. Hervorgerufen sind die
sich formierenden Enzymkomplexe (blaue Umrandung) sowie Thrombin (orange) als entschei-

dendes Enzym der plasmatischen Blutgerinnung. Modifiziert nach Pétzsch und Madlener, 2010.
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1.2 Blutgerinnungsfaktor VIII (FVIII)
1.2.1 Einfihrung

FVIII ist ein grol3es multimeres Glykoprotein. Als essenzieller Kofaktor im Tena-
sekomplex, vermittelt und verstarkt FVllla die Aktivierung von Faktor X. Die bio-
logische Bedeutung von FVIII bei der Bildung eines blutungsstillenden Thrombus
wird bei einem akuten Mangel bzw. angeboren Fehlen des Gerinnungsfaktors
verbunden mit einer lebenslang bestehenden Blutungsneigung belegt®.

Transplantationsstudien zeigen, dass die Leber den primaren Syntheseort von
FVIII darstellt®8. In der Vergangenheit wurde die FVIII-Produktion den Hepato-
zyten der Leber zugeschrieben®. Shahani et al. konnten jedoch zeigten, dass
nicht die Hepatozyten, sondern die humanen hepatischen sinusoidalen Endothel-
zellen (HHSEC) fir die FVIII-Produktion in der Leber zustandig sind'. Als Syn-
theseort wird neben den HHSEC auch das GefalRendothel diskutiert!?.

1.2.2 FVIlll-kodierendes Gen (F8)

Bereits 1984 konnten Gitschier et al. das fur FVIII kodierende Gen (F8) auf dem
langen Arm des X-Chromosoms in der teleomernahen Xq28-Region lokalisieren.
Es handelt sich hierbei um ein groRes Gen, welches 186 kb umfasst und aus 26
Exons und 25 Introns besteht (Abb. 2A). Dabei beansprucht die kodierende Se-
quenz von F8 nur 5 % des gesamten Gens, wohingegen die 25 Introns 95% des
Gens ausmachen??,

Innerhalb des 32 kbp langen Intron 22 befinden sich die Transkriptionsstart-
punkte zweier Gene, die als F8A bzw. F8B bezeichnet werden und Uber einen
gemeinsamen, bidirektionalen Promotor kontrolliert werden (Abb. 2B)'3. F8A ist
intronlos und besteht aus einem einzigen Exon. Es wird in entgegengesetzter
Richtung zu F8 transkribiert, wobei eine ~ 1,8 kbp lange mMRNA entsteht'3. Dage-
gen wird F8B in Leserichtung von F8 transkribiert und liefert eine ~ 2,5 kbp mRNA
basierend auf einem F8A-spezifischen Exon und den Exons 23-26 des F8'4. Die
genaue Funktion der F8A- und F8B-Transkripte ist bisher noch nicht bekannt,
allerdings ist F8A bei der Intron-22-Inversion, die bei etwa 50% aller schweren
HA zugrunde liegt, involviert'® (siehe 1.2.5). Das Besondere ist, dass Intron 22
eine 9,5-kb-Region (int22h-1) enthéalt, die nahezu homolog zu zwei Regionen
(int22h-2 und int22h-3) auRerhalb von F8 ist. Int22h-2 und int22h-3 sind 497 kb



bzw. 562 kb in Entfernung von int22h-1 lokalisiert, wobei int22h-2 in entgegenge-
setzter Richtung zu int22h-1 und int22h-3 vorliegt (siehe Abb. 4A). Ahnlich wie
im Intron 22 liegt im Intron 1 eine Region (intlh-1) vor, die aul3erhalb des Gens

in einer nahezu identischen Version (intlh-2) vorkommt?®,

A 1 7 14 22 26

5 e

F8B
F8A 5‘Exon

Intron 22 —————Cil ——-—-----
CG-Insel

ﬁ_}
Int22h-1
Abb. 2: Schematische Darstellung des Faktor Vlll-kodierendes Gens (F8).

Modifiziert nach Bowen 2002. (A) Genomische Organisation des menschlichen F8-Gens. Die schwarzen
Balken stellen Exon 1 bis 26 dar. (B) Vergrof3erte Darstellung eines Teils des Introns 22 des F8, um die
relativen Positionen und Orientierungen der CG-Insel (graue Blase), des F8A-Gens und des 5-Exons des

mutmalilichen F8B-Gens zu demonstrieren. Zudem wird das Ausmal? der int22h-1-Region dargestellt.

1.2.3 FVIlI-Prozessierung und -Struktur

Die Transkription von F8 liefert eine 9 kbp lange mRNA??, die ein Praprotein be-
stehend aus 2351 Aminosauren (AS) inklusive eines fur die Sekretion in das En-
doplasmatische Retikulum nétigen 19 AS langen Signalpeptids kodiert. Das sek-
retierte Protein besteht aus 2332 AS mit einer Masse von ~ 300 kDa. Die FVIII-
Struktur (siehe Abb. 3) basiert auf drei A-Doménen (Al, A2, A3), zwei C-Doma-
nen (C1, C2) sowie einer B-Doméane. Die A-Domanen werden von jeweils einem
aus etwa 30-40 Uberwiegend sauren AS bestehenden Segment (al, a2, a3) flan-
kiert. Demnach lasst sich die FVIII-Struktur als NH2-Al-al-A2-a2-B-a3-A3-Cl-
C2-COOH darstellent’1°,

Im Golgi-Apparat finden posttranslationalen Modifikationen von FVIII statt?® 2L,
Zudem unterliegt das Molekdl intrazellularen proteolytischen Spaltungen am
COOH-terminalen Ende und innerhalb der B-Domane, welche schlie3lich ein
nicht-kovalent gebundenes Heterodimer bestehend aus einer ~ 80 kDa leichten
Kette (a3-A3-C1-C2) und einer ~ 200 kDa schweren Kette (A1-A2 und variablen
Abschnitten der B-Domane) liefern. Stabilisiert werden die beiden Ketten tber

eine metallionenvermittelte Interaktion zwischen den Domé&nen Al und A31°.
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Abb. 3: Schematische Darstellung der FVIII-Prozes-
l sierung und -Struktur.
HC | A1 ai A2 a|2 B Dargestellt sind die Doméanen A1-3, B und C1-2 sowie
. die aus sauren AS bestehenden Segment al, a2 und
LC

a3. Die gestrichelten Linien stellen die metallionenver-

FVIII (inaktiv)

mittelten Interaktionen dar.
HC: schweren Kette (heavy chain); LC: leichte Kette

HC (light chain). (Modifiziert nach Fay 2006)

LC

HC

LC A3 aa

FVllla (aktiv) = B-Domanen-
deletiertes Heterotrimer

1.2.4 Aktivierung, Funktion und Inaktivierung von FVIII

Im Blutstrom zirkuliert FVIII als inaktiver Profaktor in einem Komplex mit VWF,
welcher fur die Stabilisierung von FVIII in vivo erforderlich ist?2. Die Komplexie-
rung mit VWF verhindert eine vorzeitige Interaktion von FVIII mit Phospholipi-
den?3, stabilisiert und schiitzt das FVIII-Molekdl vor proteolytischem Abbau?*, so
dass eine deutlich verlangert Halbwertszeit (HWZ) dieses Proteins resultiert. Die
HWZ vom FVIII im Komplex mit VWF betragt acht bis zwolf Stunden, wobei diese
in Abwesenheit von VWF auf etwa zwei Stunden reduziert ist?°.

Eine thrombinvermittelte, limitierte Proteolyse aktiviert FVIII durch Spaltung an
Arg372, Arg740 der schweren Kette und an Arg1689 der leichten Kette?®. FXa ist
ebenfalls in der Lage, FVIII durch Spaltung an den derselben Positionen zu akti-
vieren?’. Diese Spaltungen filhren schlielich zur Dissoziation von FVilla vom
VWF aufgrund erniedrigter Affinitat?® sowie zu einem vollstandigen Verlust der B-
Domane?®. Der nun aktive Gerinnungsfaktor prasentiert sich als B-Doméanen-de-
letiertes Heterotrimer mit einer ~ 70 kDa leichten Ketten (A3-C1-C2) und einer
schweren Kette, die sich aus einer ~ 50 kDa (Al-al) und einer ~ 40 kDa Un-

tereinheit (A2-a2) zusammensetzt (siehe Abb. 3)?7.



Nach der Dissoziation von VWF hat FVllla eine hohe Affinitat zu Phospholipid-
oberflachen und bildet nun zusammen mit FIXa den membranstandigen Tenase-
komplex3°, welcher in Abhangigkeit von Ca?* FX aktiviert®l. FVilla fungiert im
Tenasekomplex als geschwindigkeitsbestimmender Kofaktor. Die essentielle
Rolle von FViIlla zeigt sich aus der 10%-fach verstarkten katalytischen Effizienz
der Aktivierungsreaktion allein durch die Anwesenheit von FVIlla®.

Die Inaktivierung von FVllla erfolgt durch limitierte Proteolyse an Arg562 sowie
Arg336 und wird von aktiviertem Protein C (APC) vermittelt33. Des Weiteren kon-
nen FIXa und FXa durch Spaltung an Arg336 und Lys36 eine Inaktivierung von

FVilla bewirken34,

1.2.5 F8-Genmuationen

Bei dem Krankheitsbild Hamophilie A (HA) fihren Mutationen im F8 zu einer Ver-
minderung oder vollstandigem Fehlen von FVIII, wobei die Art der Mutation dar-
uber entscheidet, in welchem Mal3e das Gen in seiner Funktion eingeschrankt
ist. Die haufigste genetische Mutationen in schweren HA-Fallen sind mit einem
Anteil von 45% die Intron-22-Inversion3 sowie die Intron-1-Inversion, die fir ca.
5% der schweren Verlaufsformen ursachlich ist®¢. Zwar sind Introns Genab-
schnitte, die beim Spleil3en der DNA herausgeschnitten werden, dennoch kon-
nen sie beim Ablesen der DNA zu schwerwiegenden Fehlern fihren. Lakich et
al. veroffentlichten 1993 ein Modell zur Erklarung des bis dahin noch unbekann-
ten Intron-22-Mutationsmechanismus, basierend auf der Mdglichkeit der in-
trachromosomalen homologen Rekombination zwischen int22h-1 im Intron 22
und einem der beiden homologen Regionen int22h-2 bzw. int22h-3 aul3erhalb
des Gens (siehe Abb. 4). Int22h-1 und int22h-3 liegen in entgegengesetzter Rich-
tung und konnen durch Schleifenbildung in rdumliche Nahe zueinander gebracht
werden. Durch ein einziges Crossing-over-Ereignis innerhalb der Paarungsre-
gion kommt es zur Invertierung des Bereiches zwischen den beiden homologen
Regionen int22h-1 und int22h-3 und damit der F8-Exons 1 bis 22. Diese daraus
resultierende Inversion fuhrt zu einem Auseinanderbrechen der F8-Gensequenz
in zwei Teile und somit zur vollstandigen Zerstérung des F8-Gens. Daher fihrt

die Intron-22-Inversion immer zu einer schweren HA-Verlaufsform3,
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Intron-22-Inversion des F8-Gens.

Modifiziert nach Bowen 2002. (A) Orientierende Darstellung des F8-Gens innerhalb der Xg28-Region sowie
Position und Orientierung der int22h-1-Homologen int22h-2 und int22h-3 aulRerhalb des F8-Gens. (B) Durch
Schleifenbildung werden die int22h-1-Homologen int22h-2 und int22h-3 in raumlicher Nahe zur in F8 gelege-
nen int22h-1-Region gebracht. Es findet eine homologe Rekombination statt. (C) Nach der homologen Re-
kombination zeigt die Linearisierung des X-Chromosoms ein vollsténdig zerstortes F8-Gen: Die Exons 1 bis
22 sind in Richtung des Telomers verschoben und in einer Richtung ausgerichtet, die ihrer normalen Orien-
tierung entgegengesetzt ist. Ein zusammenhangendes F8-Gentranskript von Exon 1 bis 26 ist nicht mehr

moglich und es kommt zu schwerer Hamophilie A.

Weitere wichtige krankheitsauslosende Mutationen sind kleine und grol3e Deleti-
onen, kleine und groRRe Insertionen sowie verschiedene Punktmutationen (Non-
sense-, Missense-, Spleil3stellen-Mutationen), welche tUber das gesamte Gen
verteilt sind*4 37-39, Tritt eine Deletion oder Insertion auf, so kann sich das Lese-
raster fur die Basentripletts hinter der Mutation verandern (Frameshift-Mutation),
woraus schwerwiegenden Folgen fur FVIII resultieren kdnnen. Sind dagegen die
verlorenen oder eingefligte Basen ein Vielfaches von drei, so spricht man von In-
frame-Deletionen oder -Insertionen, der Leserahmen hinter der Mutation bleibt
dabei erhalten. Patienten mit einer schweren HA weisen i. d. R. eine Inversion,
Deletion, Insertion oder Nonsense-Punktmutation auf, wobei bei der zuletzt ge-
nannten Mutationsart ein einzelner Basenaustausch zur Entstehung eines Stopp-
Codons und damit zum vorzeitigen Abbruch der Proteintranslation fiihrt*°. Dage-
gen findet man Missense-Mutationen, ein einzelner Basenaustausch ohne Lese-
rasterverschiebung, der den Einbau einer anderen AS in das Protein verursacht,

fast ausschlieBlich bei Patienten mit leichteren Verlaufsformen3°,
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Die Untersuchung zahlreicher HA-Patienten in den letzten Jahren konnten eine
Vielzahl von verschiedenen Mutationen im F8 identifizieren und zeigte eine ein-
deutig Genotyp-Phanotyp-Korrelation, wobei der Genotyp eine vollstadndige Pe-
netranz besitzt. Zurzeit sind mehr als 2000 unterschiedliche F8-Mutationen be-
kannt, welche in der EAHAD-Datenbank (Eurpean Association for Haemophilia

and Allied Disorders) aufgelistet sind**.

1.3 Hamophilie A (HA)

1.3.1 Klinik und Symptomatik

Die HA ist eine angeborene oder erworbene Storung der plasmatischen Blutge-
rinnung mit einem vollstéandigen Fehlen (95% der Falle) oder einem funktionellen
Defizit (5 % der Féalle) von FVIII. Die fehlende FVIII-Aktivitat (FVIII:C) aulert sich
in Form einer lebenslanger Blutungsneigung. Insgesamt betragt die Pravalenz
der HA 1:10.000 Manner pro Jahr weltweit*?.

Wie bereits aus Abschnitt 1.2.4 ersichtlich, kdnnen unterschiedliche Mutationen
im F8 auf dem X-Chromosom urséchlich fiir eine HA sein. In 40 % der Falle treten
sporadische Spontanmutationen im F8 auf. Haufiger dagegen (60% der Falle)
wird die HA X-chromosomal-rezessiv auf die Folgegeneration vererbt und betrifft
daheri. d. R. nur Manner. Frauen kbnnen Trager des Gendefekts sein (sog. Kon-
duktorinnen), hierbei kommt es, aufgrund ihres zweiten kompensierenden gesun-
den X-Chromosoms, meist nicht oder nur zur leichten Auspragungen einer Blu-
tungsneigung*s.

Jeder / jede einzelne HA-Patient / -in ist durch eine Reihe individueller Parameter
gekennzeichnet, die die Variabilitat und Heterogenitat dieser Krankheit betonen.
Zu diesen Parametern gehdren die unterschiedlichen zugrundeliegenden Muta-
tionen, die Art der Erstprasentation (Blutungslokalisation und -arten), die FVIII-
Restaktivitdt und das Vorhandensein einer relevanten Familienanamnese. Be-
steht der Verdacht auf eine Koagulopathie, so wird zunachst eine Screeningun-
tersuchung (Globaltest) durchgeftihrt. Die am haufigsten durchgefiihrten Global-
tests sind die Bestimmung der Thromboplastinzeit (TPZ, Synonym: Quick-Wert)
bzw. International Normalized Ratio (INR) und der aktivierten Thromboplastinzeit
(@aPTT). Die aPTT-Messung, analysiert hierbei iberwiegend die Funktionalitat der
Faktoren des intrinsischen Weges (FVIII, FIX, FXI und FXIl) und ist damit der
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wichtigste Screeningtest fir HA. Hierbei zeigt die Gerinnungsdiagnostik bei der
HA typischerweise eine verlangerte aPTT bei normalem Quick- bzw. INR-Wert?.
Die FVIII:C korreliert unmittelbar mit dem Auftreten von erhohter Blutungsnei-
gung und spontanen Blutungsereignissen (siehe Tab. 1). Bei leichter HA kommt
es eventuell zu vermehrten Nachblutungen nach invasiven Eingriffen, wohinge-
gen es bei schwerer HA bereits ab der Geburt zu schwerwiegenden Symptomen
kommen kann. Meistens fallt die HA mit zunehmender Mobilitat der Hamophilen
am Ende des ersten Lebensjahres zum ersten Mal auf, denn sie neigen zu ver-
starkten Blutungen nach kleineren Verletzungen und haben haufiger Hama-
tome*4,

Typisch fur eine schwere HA (FVIII:C <1%) sind Gelenkeinblutungen (80%), wo-
bei insbesondere die grofRen Gelenke (Knie-, Sprung- und Ellenbogengelenke)
betroffen sind. Weitere Blutungslokalisationen sind die Muskulatur (10-20%) so-
wie innere Organe (5-10%, z. B. gastrointestinale und intrazerebrale Blutun-
gen)®. Bei rezidivierenden Einblutungen in ein Gelenk (Targetgelenk) entwickelt
sich eine chronische Entziindung der Synovia, die wiederum zur fortschreitenden
Zerstorung des Gelenkes bis hin zu einer schweren, sekundaren Arthrose fihrt
(Hamophile Arthropathie)#®. Dies kann bereits in jungen Jahren zu chronischen
Schmerzen, Gelenkdeformitaten, starken Bewegungseinschrédnkungen bis hin
zur Invaliditat fihren’. Bei Einblutungen in die Muskulatur kann es zu einem gro-
Beren Blutverlust kommen. Ist z.B. der Musculus ileopsoas betroffen, kann dies
zu uncharakteristischen Bauch- und Beinschmerzen, Schwellungen mit Kom-
pressionen von Nachbarorganen und damit zu sekundaren Symptomen fihren.
Unbehandelt fuhrt eine schwere HA zu massiven gesundheitlichen Beeintrachti-
gungen, welche sich entsprechend negativ auf die Lebensqualitat auswirken.
Haufige Krankenhausaufenthalte, aufgrund von Blutungen, Hamophile Arthropa-
thie verbunden mit starken Schmerzen und zunehmendem Verlust der Beweg-
lichkeit fihren zu erheblichen Einschrankungen im Alltag, begrenzten Beschéfti-
gungsmaglichkeiten und verminderter sozialer Teilhabe. Daraus kdnnen psycho-

soziale Probleme die Folge sein®.
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Tab. 1: Schweregrad der Hdmophilie A basierend auf der FVIlI-Restaktivitat (FVIII:C).
Quelle: Potzsch und Madlener, 2010.

Bezeichnung FVIII:C (%) | Klinik

Normal > 60

Subhamophilie 16 — 50 Meist Symptomfrei

Leichte Hamophilie 6-15 Hamatom nach deutlichem Trauma,

Nachblutungen bei invasiven Ein-

griffen (z. B. Operation)

Mittelschwere Hamophilie | 1 -5 Hamatom bereits nach leichtem
Trauma
Schwere Hamophilie <1 Spontanblutungen, Blutungen bei

Bagatelltraumata

1.3.2 Therapie und Handlungsbedarf

Noch vor 50 Jahren hatten an HA erkrankte Patienten durch eine erhthte Blu-
tungsneigung eine Lebenserwartung von durchschnittlich 12 Jahren. Seit den An-
fangen der HA-Therapie in den 1930er Jahren, als durch den Einsatz von Spen-
derblutplasma erstmalig die fehlenden Gerinnungsfaktoren dem Patienten verab-
reicht werden konnten, hat es grof3e Fortschritte in der Therapie gegeben. 1955
gelang es erstmals, den bei HA fehlenden FVIII aus Plasmaspenden zu isolieren
und daraus FVIII-Praparate herzustellen. In klinischen Studien konnte gezeigt
werden, dass die prophylaktische FVIII-Substitution hoch effektiv ist, um Gelenk-
schaden und damit einhergehende Folgeschaden vorzubeugen. So konnte die
Lebenserwartung bei schwerer HA von unter 30 Jahren auf nahezu normal er-
hoht werden°.

Ein groRes Problem in der Vergangenheit stellten die Kontaminationen von Blut-
oder Plasmakonzentraten dar, sodass es bei einem Teil der HA-Patienten zur
Infektionen durch HIV oder Hepatitis C kam®!. Die Virussicherheit wurde durch
die Einfihrung wirksamer Mal3nhahmen zur Virustestung und -inaktivierung sowie
der gentechnischen Herstellung von rekombinanten FVIII-Praparaten in den
1980er Jahren erheblich verbessert. Behandlungsmethode der Wahl ist derzeit
noch die intravendse Substitutionstherapie mit rekombinant hergestellten oder
hochgereinigten FVIlI-Konzentraten von Menschen und Schwein. Bei leichter HA

erfolgt die FVIII-Substitution bei Bedarf, wahrend sie im Unterschied dazu bei
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schwerer und mittelschwerer HA als blutungsvorbeugende Dauerbehandlung
vorgesehen ist*.

Trotz Substitutionstherapie fuhrt die HA weiterhin zu multiplen Komplikationen,
einschlief3lich Gelenkschaden, akuten und chronischen Schmerzen, psychischen
Problemen und reduzierter Lebensqualitat. So ist eine solche Infusionstherapie
sehr zeitintensiv und birgt Infektionsrisiken durch mehrfache wéchentliche intra-
venose Applikation Uber eine periphere oder zentrale Vene. Rekombinante Ge-
rinnungsfaktoren gelten zwar als sicherste Behandlungsoptionen, da eine Konta-
mination mit infektiésen Keimen wie HIV oder Hepatitis C praktisch ausgeschlos-
sen werden kann, doch ein mal3gebliches Problem besteht in der geringen Aus-
beute und den hohen Herstellungskosten. Durch Modifikationen der rekombinan-
ten FVIII-Praparate, insbesondere bei einer Verlangerung der HWZ, wodurch
FVIII langsamer im Blut abgebaut wird, erhoffte man sich weitere Fortschritte, wie
eine langer wirksame Therapie bei weniger Infusionen, sodass die Patienten ihre
Therapie besser annehmen kénnen®2. Insgesamt steht jedoch eine FVIII-Substi-
tionstherapie weltweit nur 20% der hamophilen Patienten zur Verfigung®3.

Eine der heutzutage schwerwiegendsten Komplikationen bei der Behandlung der
schweren HA besteht darin, dass bis zu 30% der Patienten neutralisierende
Hemmkorper gegen die verabreichten FVIII-Praparate entwickeln, sodass die
Substitutionstherapie unwirksam wird und die Betroffenen dauerhaft blutungsge-
fahrdet sind>*. Im Falle einer Hemmkorperbildung kann der humanisierte mono-
klonale Antikorper Emicizumab (Hemlibra®) zum Einsatz kommen. Emicizumab
gehdrt zu den bispezifischen Antikdrpern und bindet sowohl an FIXa als auch an
FX und vermittelt deren Aktivierung. Auf diese Weise imitiert Emicizumab die
Funktion des bei der HA fehlenden FVIII und wird, aufgrund der unterschiedlichen
Struktur im Vergleich zu FVIII, durch FVIlII-Hemmkdrper nicht beeintrachtigt®®.
Zwar gilt der Einsatz von Hemlibra® in der HA-Therapie als ein weiterer Fort-
schritt, dennoch stellt es nur eine weitere lebenslange, sehr kostspielige und ne-
benwirkungsreiche Alternative zur intravendsen FVIII-Substitutionstherapie dar.

Die aufgefihrten Einschrdnkungen der derzeitig verfigbaren Therapieansétze
verdeutlichen die Notwendigkeit einer kostengtinstigeren, komplikationsarmeren
und fur den Patienten weniger belastenden Behandlung. Ebenso sollten sich
neuere Therapieansatze starker als bisher an den individuellen Besonderheiten

der Patienten orientieren.
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1.3.3 Aktueller Forschungsstand zur HA-Gentherapie

Eine Gentherapie (GT) ertffnet die Mdglichkeit, die lebenslange und sehr kost-
spielige Substitutionstherapie der HA durch eine einzige Behandlung mit dem
Ziel der Heilung zu ersetzen. Dabei bietet sich die HA als Modell fur die GT be-
sonders gut an, da nur ein einzelnes, gut charakterisiertes Gen betroffen ist. Pro-
phylaktische Infusionsstudien haben gezeigt, dass bereits eine dauerhafte Erho-
hung der zirkulierenden FVIII-Spiegel auf 1% zu einer Verbesserung der klini-
schen Symptomatik fiihrt. Dies bedeutet, dass selbst geringe gentherapeutisch
erzielte Effekte Kklinisch signifikant sind und sich daraus ein breites therapeuti-
sches Fenster ergibt.

Mehrere Gentransferstrategien fur die Einbringung eines therapeutisches F8-
Transgens in bestimmte Zielzellen, um so das defekte F8 zu ersetzen, wurden
evaluiert®®. Dabei zeigten sich Adeno-assoziierte virale Vektoren (AAV-Vektoren)
bisher am vielversprechendsten, aufgrund ihres Sicherheitsprofils sowie der
Moglichkeit, die Langzeit-Transgenexpression in postmitotischem Gewebe wie
der Leber effizient zu steuern>-5°.

Bei der Hamophile B (HB, FIX-Mangel) konnte bereits in klinischen Studien ge-
zeigt werden, dass mittels AAV-basierter GT gesunde FIX-Genkopien in die Le-
berzellen (Hepatozyten) eingebracht und Patienten mit schwerer HB (< 1% FIX-
Aktivitat) anschlieRend einen ,milden® Phanotyp zeigten. Dabei gelang es, endo-
gene FIX-Aktivitaten von 5% oder mehr mit FIX-Transgen-Vektoren wie z. B.
AMT-060 oder scAAV2 / 8LP1-hFIXc zu erreichen. Dies resultierte in einer Um-
stellung der mehrwochentlichen FIX-Dauersubstitution dieser Patienten auf eine
bedarfsgerechte FIX-Substitution im Falle von akuten Blutungsereignissen oder
bei gréReren operativen Eingriffen5%-62,

HA ist eine weitaus haufigere Koagulopathie als HB*3. Entsprechend besteht hier
ein noch grol3eres Interesse, ein effektives gentherapeutisches Verfahren zu ent-
wickeln. Im Gegensatz zu FIX ist aber FVIII ein sehr grofRes komplexes Protein,
dessen cDNA mit 7,0 kb die Kapazitat von AAVs (4,7 kb) deutlich Gberschreitet.
Somit stellt eine vergleichbare AAV-vermittelte Behandlungsstrategie fur HA eine
groRe Herausforderung dar®3. Mittels AAV transduzierte, verkirzte FVIII-Versio-
nen mit reduzierter Aktivitat, oder die hydrodynamische Injektion von Wildtyp-
FVIII zeigten bisher nur maRige Erfolge in verschiedenen Tiermodellen®? ¢4, Den-
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noch gab es einige fortschrittliche Entwicklungen, welche gro3tenteils auf B-Do-
manen-deletierte humane FVIlII-codierende AAV-Vektoren basieren und aktuell
in klinischen Studien getestet werden>3: 5,

Im Gegensatz zu den aktuellen Forschungsarbeiten, welche darauf abzielen ge-
sunde, therapeutische F8-Genkopien in Zielzellen einzubringen, war das Ziel die-
ser vorliegenden Arbeit, eine Methode zu entwickeln, mit welcher genetische Erb-
krankheiten, wie die HA, und deren zugrundeliegenden Mutationen direkt am en-
dogenen Genlocus zu reparieren, wodurch die korpereigenen Zellen des Patien-

ten zur Wiederherstellung des fehlenden Gerinnungsproteins befahigt werden.

1.4 Gentransfer-Systeme

1.4.1 Einfihrung

Eine der grof3ten Herausforderungen der GT ist der effiziente und sichere Trans-
fer des therapeutisch wirksamen genetischen Materials in die erkrankten Zellen
mit dem Ziel, die bendtigten spezifischen Proteine zu exprimieren. In den letzten
drei Jahrzehnten wurden verschiedene Gentransferstrategien entwickelt, die von
nicht-viralen bis zu viralen Vektoren reichen. Jedes dieser Systeme hat seine
Vor- und Nachteile. Je nach Zellart, Rahmenbedingungen und Ziele der GT eig-
nen sich unterschiedliche Verfahren.

Die vorherrschenden nicht-viralen Expressionsvektoren werden durch physikali-
sche und / oder chemische Methoden in Zielzellen eingebracht (Transfektion).
Hierzu zahlen u. a. Calciumphosphat-Prazipitation, Lipofektion, Liposomenfusion
oder Elektroporation. Nicht-virale Gentransfersysteme sind im Allgemeinen kos-
tengunstig und ohne grol3en technischen Aufwand durchfiihrbar. Ihre Hauptvor-
teile sind im Vergleich zu viralen Systemen ihre geringere Induktion des Immun-
systems sowie keine Limitierung in der GroR3e des verwendeten Transgens.
Nachteile sind allerdings ihre deutlich geringere Transfektionseffizienz und ihre
Uberwiegend transiente Expression mit anschlieBendem Abbau des Transgens
durch die Zielzelle®®.

Dagegen kdonnen von verschiedenen Virenklassen abgeleitete Vektoren exogene
Gene viel effizienter in Zielzellen Ubertragen, sodass nahezu 100 % der Zellen
das fremde genetische Material erhalten, ohne dass die Lebensfahigkeit der Zel-
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len nennenswert eingeschrankt wird, und so eine langfristige Genexpression in-
duzieren. Die Infektion von Zielzellen mit viralen Vektoren (Transduktion) findet
daher eine mehrheitliche Anwendung in der klinischen GT. Zahlreiche virale Vek-
toren mit verschiedenen Eigenschaften wurden fur GT-Strategien evaluiert, zu
den haufigsten gehdren Retroviren, Adenoviren und adeno-assoziierte Viren
(AAV). Um eine sichere Anwendung und die unkontrollierte Verbreitung des the-
rapeutischen Vektors zu verhindern, kommen replikationsdefiziente Vektoren
zum Einsatz. Diese kdnnen weiter unterteilt werden in integrierende und nicht-
integrierende Vektoren. In Tab. 2 sind die wichtigsten Eigenschaften ausgewahl-
ter Vektoren zusammengefasst®®.

Nicht-integrierende Vektoren z. B. von Adenoviren liegen episomal in der Zelle
vor und werden bei der Zellteilung nicht repliziert. In mitotisch aktiven Zellen
kommt es daher zu einer stetigen Verdlinnung der Episomen, sodass nur eine
transiente Expression des Transgens erreicht wird. AAV kdnnen ein breites
Spektrum von sich teilenden und nicht teilenden Zelltypen transduzieren, wobei
sie sowohl episomal vorliegen als auch zu einem geringen Anteil in das Wirtsge-
nom integrieren konnen (siehe 1.4.3).

Die Hauptvertreter integrierender Vektoren basieren auf Retroviren wie das HIV.
Durch die stabile Integration in das Wirtsgenom kann mit diesen Vektoren in ru-
hende als auch mitotisch aktiven Zellen eine stabile Transgenexpression erreicht
werden. Dies birgt allerdings auch Gefahren®®,

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die bereits seit Beginn der 1990er
Jahre durchgefuhrten verschiedenen GT-Studien, bei welche unterschiedliche vi-
rale Vektoren zum Einsatz kamen, zwar erste Erfolge zeigten, aber auch erheb-
liche Nebenwirkungen demonstrierten. Beispielsweise kann die Immunreaktio-
nen des Patienten gegen z. B. den adenoviralen Vektor Komplikationen hervor-
rufen®” oder eine ungerichtete Integration des therapeutischen Vektors in das
Genom der Wirtszelle kann vorher intakte Gene der Wirtszelle unterbrechen oder
stillgelegte Gene aktivieren, was im schlimmsten Fall zur Entartung der Zelle und

damit zur Entstehung neuer, eventuell schwerer Krankheiten fihren kann®2,
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Tab. 2: Vergleich der Eigenschaften viraler Vektoren fiir die Gentherapie.

Vektor y-Retrovirus Lentivirus Adenovirus AAV

Genom SSRNA SSRNA dsDNA ssDNA

InsertgrofRe 8,8 kb 9,6 kb 8,3 kb 4,8 kb

Integration Ja Ja Nein Nein / Ja

Transgen-ex- | stabil Stabil transient transient / stabil

pression

Infizierte Zel- | Mitotisch aktive Mitotisch aktive | Mitotisch aktive | Mitotisch aktive

len & ruhende & ruhende & ruhende

Nachteile Risiko der Inserti- | Risiko der Inser- | Hohe Immuno- Geringe Verpa-
onsmutagenese; tionsmutage- genitat; geringe | ckungskapazi-
ruhende Zellen nese Transgenex- tat; Geringes Ri-
kénnen nicht infi- pression siko der Inserti-

ziert werden

onsmutagenese

1.4.2 Retroviren und lentivirale Vektoren

Die in dieser Arbeit verwendeten rekominanten lentiviralen Vektoren (rLV) basie-
ren auf dem Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) Typ | und sind eine speziali-
sierte Klasse von Retroviren.

Retroviren sind eine grof3e Familie behullter Viren mit zwei identischen Einzel-
strang-RNA-Molekulen, die charakteristischerweise mittels reverser Transkrip-
tion tber ein doppelstrangiges Intermediat in DNA-Molekile umgeschrieben wer-
den, bevor sie in das Genom der Wirtszelle eingebaut werden. Die Expression
der viralen Gene erfolgt anschlieend durch die wirtseigene Transkriptionsma-
schinerie. Das provirale Genom eines einfachen Retrovirus enthélt i. d. R. drei
Gene ,gag“, ,pol“ und ,env*, flankiert von jeweils Long Terminal Repeats (LTRS)
am Anfang und am Ende (Abb. 5A). Gag codiert fir interne Strukturproteine, aus
denen die Matrix, das Kapsid und Nukleokapsid aufgebaut sind, pol codiert die
viralen Enzyme Protease, Reverse Transkriptase und Integrase, wahrend env fur
die Expression der viralen Hullproteine zustandig ist. Die zwei LTRs sind iden-
tisch und bestehen aus den Regionen U3 (Unique 3), R (Redundant) und U5
(Unique 5). Zur Steuerung der Transkription der viralen Gene enthalten sie Pro-
motor- und Verstarkerelemente sowie Signale zur Termination und Polyadenylie-
rung. Im Anschluss an den 5’-LTR befindet sich die Primerbindungsstelle, an der
die reverse Transkription durch Bindung einer zellularen tRNA initiiert wird, sowie

die als Verpackungssignal agierende und mit @ (psi) bezeichnete Sequenz. Im
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3’-Bereich befindet sich der Polypurintrakt, durch dessen Spaltung ein RNA-Pri-
mer fUr die Synthese des viralen Plusstrangs gebildet wird®®.

Lentiviren sind komplexe Retroviren, die neben den gag-, pol- und env-Gene
noch Uber weitere akzessorische Gene verfiugen, von welchen tat (transkriptio-
nelle Transaktivator) und rev (regulator of expression of the virion) essenziell fur
die virale Replikation sind. Tat codiert das tat-Protein, welches wiederum an die
tat activation region (tar), eine cis-regulatorische Sequenz, die am 5‘-Ende der
viralen RNA und DNA vorliegt, bindet und dadurch die virale Transkription akti-
viert. Rev interagiert mit dem rev responsive element (RRE) und vermittelt
dadurch den Export einfach-gesplei3ter und ungespleildter viraler RNA aus dem
Nukleus und deren Translation bzw. die Verpackung im Zytoplasma. Die weiteren
akzessorischen Gene (vif, vpr, vpu und nef) sind fur die Virusreplikation in der
Zellkultur nicht entscheidend®.

Zur Herstellung replikationsdefizienter rLV werden die viralen Gene gag, pol und
env deletiert und durch das therapeutische Gen ersetzt. Dagegen werden zur
Gewahrleistung einer effizienten Transduktion der Zielzellen die cis regulieren-
den Regionen (Verpackungssignal y, Primerbindungsstelle, 3'- und 5-LTR) in-
takt gelassen. Um hohe Vektortiter zu erhalten, wird die U3 Promotorregion des
5'LTR durch einen starkeren konstitutiven Promotor wie z.B. von dem Cytome-

galievirus (CMV) ersetzt (siehe Abb. 5B)".

A
TR TR

L L
5 —| U3|R|U5|L|gag|-| pol H env —us|R|U5}—3

LTR LTR
5 aus [R] us |l|Promotc>—{ Transgen || Auz [R|us |- 3

Promotor gag-pol

—| Promotor >—| env (VSV-G) |—

Abb. 5: Schematische Darstellung von viralen Vektoren.

(A) Schema eines einfachen Retrovirusgenoms von 5' hach 3' mit den viralen Genen gag, pol und env.
(B) Schema eines rekominanten SIN-Vektors von 5' nach 3' mit einem internen Promotor und einem Trans-
gen, anstelle der viralen Gene. Zwei separate Helferplasmide stellen gag-pol sowie env von VSV-G bereit.
LTR: long terminal repeat, U: unique, R: redundant, SIN: selbst inaktivierend, VSV-G: Glykoprotein G des
Vesicular Stomatitis Virus. (Modifiziert nach Maetzig, 2011)
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Die Produktion infektioser replikationsdefizienter rLV erfolgt in einer Verpa-
ckungszelllinie, wie z. B. der in dieser Arbeit verwendeten HEK 293T-Zelllinie, die
die notigen Strukturproteine bereitstellt. Um die Entstehung replikationskompe-
tenter Vektoren durch homologe Rekombination zu vermindern, werden die Pro-
teine gag-pol und env in der Verpackungszelllinie von separaten Helferplasmiden
exprimiert. Die Expression der gag-pol-Gene wurde durch das RRE im gag-pol
MRNA Transkript Rev abhangig gemacht. Die Addition von RRE verhindert die
gag-pol-Expression in Abwesenheit von Rev. Keines dieser Helferplasmide ent-
halt LTRs oder das W-Verpackungssignal, sodass die viralen Strukturgene nicht
in den rLV-Partikeln mit verpackt werden und somit auch nicht in den transdu-
zierten Zellen exprimiert werden. Des Weiteren werden die retroviralen Hullpro-
teine (env) meist gegen das Glykoprotein G des Vesicular Stomatitis Virus (VSV-
G) ausgetauscht, um einen breiten Wirtstropismus zu gewabhrleisten. Eine Dele-
tion im U3 (AU3) fuhrt zur Selbstinaktivierung (SIN) des rLV nach der Transduk-
tion der Zielzelle. Daraus folgt, dass nach Integration des rLV-Genoms in die
transduzierte Zielzelle, dieses nicht mehr in der Lage ist, verpackungsfahige vi-

rale Genome herzustellen®®.

1.4.3 Integrase-defekte lentivirale Vektoren (IDLV)

Die Integration der retroviralen cDNA wird von der viralen Integrase katalysiert’2.
Eingeflihrte Mutationen im fir Integrase codierenden pol-Gen liefern Integrase-
defekte retrovirale Vektoren (IDLVs). Wird die Integration der retroviralen cDNA
verhindert, kommt es aufgrund der Aktivitat zellularer DNA-Reparaturenzyme zur
Akkumulation zirkularer, doppelstrangiger DNA-Formen. Eine Replikation dieser
episomalen Formen findet aber nicht statt. Aufgrund ihrer hohen Stabilitat werden
sie jedoch erst bei fortschreitender Zellteilung durch Verdinnung aus den Zellen
eliminiert. IDLVs kénnen daher der transienten Genexpression dienen. Obwohl
die Integraseaktivitat dieser Vektoren inhibiert wurde, zeigen neue Studien, dass
es nach wie vor zu einer Integration eines geringen Teils des Transferkonstrukts
kommen kann. Grund hierfiir sind die zellularen Reparaturmechanismen, die zu
einer Integrase-unabhéngigen Insertion des Transferkonstrukts in bestehende
DSB fuhren kénnen. Dennoch bietet die Entwicklung von IDLVs ein erfolgver-
sprechendes Werkzeug flur die effiziente, transiente Genexpression in mitotisch

aktiven Zellen sowie fur die langfristige Genexpression in ruhenden Zellen’3.
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1.4.4 Adeno-assoziierte virale (AAV) Vektoren

Das Adeno-assoziierte Virus (AAV) gehort zu den Parvoviren. Es ist ein einzel-
strangiges, nicht behilltes DNA-Virus mit einem kleinen Genom (4,7 kb), flankiert
von zwei inverted terminal repeats (ITRs). In der befallen Wirtszelle ist eine Rep-
likation von AAV nur durch eine Koinfektion mit einem Helfervirus wie z. B. A-
denovirus maglich. In Abwesenheit des Helfervirus verursacht AAV nur eine la-
tente Infektion (keine Krankheitsassoziation) und persistiert meist als Episom ne-
ben dem Humanen Genom. Unverénderte AAV integrieren zusatzlich ortspezi-
fisch in eine Region auf dem langen Arm von Chromosom 19 ohne Risiko der
Mutagenese. Diese beschriebenen Eigenschaften riickten AAV-basierte Vekto-
ren als potenziell ideale Gentransferstrategien in den Fokus aktueller GT-Stu-
dien. Rekombinante AAV-Vektoren (rAVV) werden durch Insertion eines thera-
peutischen Gens zwischen den zwei ITRs hergestellt, wobei alle kodierenden
Sequenzen einschlie3lich der rep- und cap-Gene ersetzt werden. Diese kdnnen
anschlie3end in einer Verpackungszelllinie mit einem Helferplasmid kotransfiziert
werden, welches die rep-cap-AAV-Gene sowie fir die Expression der AAV-Gene
notwendigen adenoviralen Gene bereitstellt. In den mit rAVV-Partikeln transdu-
zierten Zielzellen erfolgt die Expression des Transgens transient durch das Epi-
som. Ein erheblicher Nachteil von rAAV ist ihr kleines Genom. Fir die Verpa-
ckung eines Transgens in einem rAAV stehen lediglich 4,7kb zur Verfiigung. Des
Weiteren hat sich in einigen Studien gezeigt, dass das virale Erbgut selten (ca.
0,1%) auch unspezifisch in das Genom der Wirtszelle integriert. Dennoch ist das
onkogene Potential dieser GT-Vektoren im Vergleich zu anderen viralen Gen-

transfersystemen deutlich reduziert’.

1.5 CRISPR/Cas

1.5.1 Einfahrung

CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats und
CRISPR-associated Protein) ist eine neue, molekularbiologische Methode, um
DNA gezielt und prazise zu schneiden und zu verandern. Solche Verfahren, zu
denen auch Meganukleasen (MN), Zinkfinger-Nukleasen (ZFN) oder Transcrip-
tion Activator-like Effector Nucleases (TALEN) gehoéren, werden zusammenfas-

send als Genom-Editierung bezeichnet.
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MN sind Restriktionsenzyme, die DNA binden und schneiden kénnen. Da aller-
dings die Bindung und Katalyse in der gleichen aktiven Doméne stattfinden, ist
die Herstellung spezifischer MN sehr komplex”®. ZFN und TALEN sind Fusions-
proteine aus einer DNA-bindenden Domane sowie der unspezifischen Nuklease
Fok 176 77 Im Vergleich zu MN, ZFN und TALEN ist die CRISPR/Cas9-Methode

kostengunstiger, effizienter und weniger komplex in der Anwendung’®.

1.5.2 Das mikrobielle CRISPR/Cas-System

CRISPR-Sequenzen wurde erstmals 1987 beschrieben, als im Genom von E-
scherichia coli Bakterien gruppierte, kurze und sich wiederholende Sequenzen
(Repeats) mit einer Lange von 24 nt entdeckt wurden, die sich mit nichtrepetitiven
Sequenzen (Spacer) abwechseln’®. Mittlerweile wurden in ca. 45% der bakteriel-
len und ca. 87% der archaealen Genome CRISPR-Sequenzen gefunden, die als
Teil des adaptiven Immunsystems das Eindringen fremder Phagen- und Plasmid-
DNA verhindern® 81, Neben den Repeats weisen die CRISPR-Loci eine Reihe
von Genen auf, welche fir die Cas-Proteine kodieren®? 83,

Nach einem Virusbefall wird ein Teil der viralen DNA (Protospacer) in das mikro-
bielle Genom integriert und verbleibt dort als Spacer®®. Die Transkription der Spa-
cerregionen liefert Vorlaufer-CRISPR-RNAs (pre-crRNAS), die durch endonukle-
olytische Spaltung zu kurzen, reifen crRNAs prozessiert werden und komplemen-
tar zur Fremd-DNA-Sequenz sind®. Die DNA-spaltende Cas Endonuklease kann
crRNA binden, woraufhin ein Ribonukleoproteinkomplex entsteht84. Die crRNA
dirigiert den gesamten Komplex zur Ziel-DNA-Sequenz, welche durch das Erzeu-
gen eines Doppelstrangbruches (DSB) gespalten wird und so der Abbau dieser
DNA induziert wird. Auf diese Weise wird eine Immunitét bei einer zweiten Infek-
tion des gleichen Phagen gewabhrleistet®®. Zur Unterscheidung von Eigen-DNA
und Fremd-DNA ist das Vorhandensein eines protospacer adjacent motif (PAM)
in der Ziel-DNA notwendig, das fur die volle Funktionalitdt des CRISPR/Cas Sys-
tem zunachst von der Endonuklease erkannt und gebunden werden muss®®.
Alle natirlich vorkommenden CRISPR-Systeme verwenden zwar Cas-Endonuk-
leasen, unterscheiden sich aber in ihrer Nukleasezusammensetzung sowie in ih-
rem Wirkmechanismus, daher werden sie in 3 verschiedene Typen (I — 1) einge-

teilt®’. Bei CRISPR Typ | wird die neusynthetisierte crRNA an den Cascade-Pro-
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teinkomplex (CRISPR-associated complex for antiviral defence) gebunden, wo-
bei die Prozessierung der crRNA sowie der Ziel-DNA von unterschiedlichen Cas
Proteinen durchgefiihrt wird®* 88, CRISPR Typ Il hingegen benétigt keine PAM-
Sequenz und ist in der Lage, sowohl Fremd-DNA als auch -RNA zu schneiden?®.
Das am intensivsten erforschte CRISPR/Cas-System ist Typ I, dessen Prinzip
auch maf3geblich im Labor Anwendung findet.

In Typ II-CRISPR-Systemen ist neben der beschriebenen crRNA nur eine kata-
lytisch aktive Cas9-Endonuklease vorhanden, die von der PAM-Sequenz 5'NGG
(mit N als beliebige Nukleinbase gefolgt von zwei Guaninen) abhéngig ist. Der
Schnitt der DNA erfolgt drei Nukleotide vor der erkannten PAM-Sequenz. Dabei
ist Cas9 ein Multidomanen-Enzymkomplex mit zwei katalytischen Einheiten
RuvC und HNH, die jeweils einen der gegeniberliegenden Strange einer DNA-
Helix schneiden®. Zudem ist noch eine weitere RNA notwendig, die trans-acting-
CRISPR-RNA (tracrRNA), welche zum Teil komplementéar zur crRNA ist und mit

ihr zusammen zu einer Haarnadelstruktur hybridisiert®?.

1.5.3 Die molekularbiologische CRISPR/Cas9-Methode

Die beiden RNA-Strange crRNA und tracrRNA konnen zu einem einzelnen RNA-
Strang (single guide-RNA, sgRNA) fusioniert werden, wobei mit dem Einsatz ei-
ner sgRNA eine 5-fach hohere Effizienz erreicht werden kann®2,

Das im Labor Gberwiegend verwendete Cas9 des Genom-Editiersystems stammt
meist entweder aus Streptococcus pyogenes (SpCas9, ~ 4,2 kb) oder Staphy-
lococcus aureus (SaCas9), wobei die kodierende DNA-Sequenz von SaCas9
mehr als 1 kb kirzer ist®. Fur eine effiziente CRISPR/SpCas9-Methode wird das
Verwenden einer 20-nt langen sgRNA und 5'NGG als PAM-Sequenz empfoh-
len®l. Dagegen konnten Ran et al. (2015) zeigen, dass SaCas9 die hichste Edi-
tiereffizienz in S&ugetierzellen mit sgRNAs einer Lange von 21-23 nt und
NNGRRT als PAM-Sequenz erzielt®3,

Der Vorteil der CRISPR/Cas9-Methode ist, dass die DNA-Erkennung durch eine
kurze Nukleinsdure stattfindet, die komplementar zur Zielregion ist und somit
leicht zu konzipieren ist. Durch das Andern der Spacer-Sequenz innerhalb der
sgRNA, kann man dieses vereinfachte Zweikomponenten-System (sgRNA/Cas9)
zu praktisch jeder Ziel-DNA-Sequenz mit dem PAM-Motiv im Genom dirigieren,

wo dann ortsspezifisch ein DSB mit glatten Enden erzeugt wird®4. In humanen
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Zellen werden DSB hauptsachlich mit Hilfe des fehlerbehafteten Non-Homolo-
gous End Joining (NHEJ) repariert, das schnell und unabhéangig vom Zellzyklus
stattfinden kann®. In geringem Umfang findet auch eine Reparatur tber des feh-
lerfreien homology-directed repair (HDR)®® statt.

Der Mechanismus mit hoher Prazision HDR nutzt i. d. R. das Schwesterchroma-
tid als Template, welches jedoch nur in der S- und G2-Phase des Zellzykluses
vorliegt. Der fehlende Strang wird anhand dieser homologen Vorlage neu syn-
thetisiert. Folglich ist diese Reparaturmethode in ruhenden Zellen nicht moglich®’.
Beim NHEJ werden die DSB ohne Verwendung einer homologen Vorlage ledig-
lich durch reine Ligation der DNA-Enden repariert und es kommt regelhaft zu
Fehlern mit Veranderungen der Ursprungssequenz. Die dabei charakteristisch
auftretenden kleinen Insertionen oder Deletionen nennt man zusammenfassend
Indels®®. Diese Eigenschaft macht man sich bei der Genom-Editierung durch das
CRISPR/Cas9-System zunutze, um zielgerichtet Mutationen oder Leserasterver-

schiebungen in einer Zielsequenz zu erzeugen®-10,

PAM- =
Sequenz } ‘,"

Zielsequenz
genomische DNA

CTTTPATET TP TP TP PO T CEr T TE T T

Doppelstrangbruch (DSB)

B VI N

I

Fehlerfreie HDR Fehlerbehaftete NHEJ
—>Variabel lange Indels

Abb. 6: CRISPR/cas9-erzeugte Doppelstrangbriiche und ihre Reparaturmechanismen.

Die mithilfe der sgRNA an einer Zielsequenz dirigierten Cas9 erzeugt einen Doppelstrangbruch (DSB) drei
Nukteotide vor der PAM-Sequenz. Non-homogous end joining (NHEJ) ist ein fehleranfélliger endogener Re-
paraturmechanismus, der zu Insertionen oder Deletionen fiihren kann und somit den Weg zu genetischer
Manipulation eréffnet. Die homology-directed repair (HDR) ist ein praziser DNA-Reparaturmechanismus, der
ein Template als VVorlage benétigt und in der Regel fehlerfrei ablauft. (Modifiziert nach Sander & Joung, Nature
Biotechnology 2014).
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1.6 Hamophilie-Gentherapieprojekt

1.6.1 Grundidee

Unser Ansatz beruht auf der beschriebenen Ungenauigkeit des NHEJ. Hierbei
sollte an der Mutationstelle des krankhaften Gens mit einer Leserasterverschie-
bung (Frameshift-Mutation) ein CRISPR/Cas9-vermittelter DSB erzeugt werden,
welcher anschlieBend durch die zelleigenen NHEJ-Reparaturen, die in einem
Drittel der Félle zu Idels mit der Wiederherstellung des offenen Leserasters
(ORF) fuhren, korrigiert werden. Dies wurde die Proteinfunktion vollstandig oder
zumindest teilweise wiederherstellen. Mein Gastlabor konnte bereits die Effizienz
dieser Methode in hamatopoetischen Zellen, die Frameshift-Mutationen in EGFP-
oder CYBB-Genen enthielten, zeigen. In beiden Fallen konnte durch die Behand-
lung mit templatfreien CRISPR/Cas9-Endonukleasen eine Genreperaturrate von
mehr als 25% erzielt werden'®t, Frameshift-Mutationen liegen bei 31% der HA-
Falle ursachlich fur den FVIII-Funktionsverlust vor4t., Unser GT-Projekt richtet
sich primar an diese Gruppe von HA-Patienten.

Ziel ist es, HA-Patienten einen nichtpathogenen und nichtintegrierenden rAAV,
der ausschlie3lich die HHSEC im menschlichen Organismus infiziert und die
SaCas9-codierendene Sequenz sowie eine patientenspezifisch-konstruierte
sgRNA als Transgen enthalt, zu infundieren. Die patientenspezifische sgRNA di-
rigiert die in vivo transient exprimierte SaCas9 zur F8-Mutation des Patienten, wo
die Endonuklease in unmittelbarer Néahe einen DSB erzeugt. Durch NHEJ und
der ORF-Wiederherstellung in einigen Zielzellen, soll der Patient zur Synthese
des korpereigenen FVIII befahigt werden. Bereits eine Anhebung des FVIII-Spie-
gels auf Gber 1% ist klinisch von bedeutender Relevanz. Der Abbau des Episoms,
samt der in vivo transient exprimierten SaCas9 und sgRNA durch zelleigene Re-
paraturmechanismen fuhrt anschliel3end zu einer Entfernung der eingebrachten
fremden Transgene und damit zur Minimierung des Insertionsmutagenese-Risi-
kos. Dieses System wiurde folglich erstmalig eine templatfreie CRISPR/SaCas9-
vermittelte Genreparatur am endogenen Locus ermoglichen.

Zur Validierung dieser GT-Strategie ist es notwendig zunéchst ein in vitro-Zell-
modell zu konstruieren (siehe Abb. 7). In weiterfihrende Untersuchungen soll die
templatfreie CRISPR/ Cas9-Endonuklease-rAAV-Technologie in vivo validiert

werden.
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Abb. 7: Ubersichtdarstellung des in vitro Hamophilie A-Gentherapieprojektes.

HHSEC sollen isoliert und immortalisiert werden. Mittels ILDVs sollen Hamophilie A-patientenspezifische Mu-
tationen in das F8-Gen der HHSEC unter Verwendung von CRISPR-Expressionsvektoren und mutations-
spezifischen sgRNA eingefiigt werden. Ferner enthalten die konstruierten CRISPR-Vektoren eine Puromy-
cin-Resistenz-Kassette, sodass nach der Transduktion eine Selektion mit Puromycin erfolgen kann und somit
nur erfolgreich transduzierte Zellen die Selektion tberleben. IDLVs integrieren nicht in die Zielzelle. Die
sgRNA dirigiert die von HHSEC transient exprimierende SaCas9 an eine von uns ausgewabhlten Zielsequenz
im F8, wo diese dann einen DSB erzeugt. Idealerweise wird der DSB durch den fehlerbehafteten NHEJ-
Mechanismus korrigiert, wobei durch Indelgenerierung verschiedene F8-Mutationen und damit verbunden
ein reduzierter FVIII-Spiegel resultieren. Da Zellen mit vielen unterschiedlichen F8-Mutationen nebeneinan-
der in einem Zellpool vorliegen werden, ist im folgenden Schritt die Separierung und Expandierung von Ein-
zelzellen (Generierung von Einzelklonen) notwendig. So kénnen verschiedene HHSEC-FVIII-Knockout-Zell-
linien mit jeweils einheitlichen F8-Mutationen hergestellt werden. Anschlie3end werden die HHSEC-F8-Mu-
tations-Zelllinien mit den gewtinschten Frameshift-Mutationen als Modell fir die CRISPR/Cas9-vermittelte
Genreparatur mithilfe von rAAV verwendet. In diesem Fall soll die spezifisch konstruierte sgRNA die SaCas9
in den Sequenzbereich der vorliegen F8-Mutation dirigieren. Durch einen erneut erzeugten DSB und der
erneuten Reparatur mittels NHEJ wird im Idealfall das offene Leseraster wiederhergestellt und die Protein-
funktion vollstéandig oder zum Teil wiederhergestelit.

HHSEC: humane hepatische sinusoidale Endothelzellen, IDLV: Integrase-defekter lentiviraler Vektor,
CRISPR: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, sgRNA: single guide RNA, SaCas9:
Cas9-Endonuklease von Staphylococcus aureus, Cas9: CRISPR assiziiertes Protein, FVIII: Gerinnungsfak-
tor VIII (Protein), F8: FVIIl-codierendes Gen, DSB: Doppelstrangbruch, NHEJ: Non-homologous end joining,

rAAV: rekombinanter Adeno-assoziierter VVektor.
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1.6.2 Ziele der vorliegenden Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein geeignetes HA-Zellmodell zu entwi-

ckeln, um die zukunftigen in vitro-Erforschungen einer CRISPR/Cas-basierten

GT zur Behandlung der HA zu ermdglichen. Die aufgefiuihrte Grundidee unseres

gesamten HA-GT-Projektes wiirde den Rahmen dieser medizinischen Disserta-

tion Ubersteigen, daher sollen im Folgenden die konkreten Ziele dieser Arbeit

beschrieben werden:

Die kommerziell erhaltene, primare HHSEC-Zelllinie sollte mithilfe des On-
kogenes large T (LT) immortalisiert, charakterisiert und der Umgang mit ihr
etabliert werden. Insbesondere die Ermittlung der geeigneten Kultivierungs-
bedingungen, das Wachstumsverhalten und die FVIII-Produktion sind als
Basis fur das weitere Vorgehen von grof3em Interesse.

Da die genetischen F8-Veranderungen X-chromosomal-rezessiv kodiert
sind und somit die HA vor allem Manner betrifft (siehe 1.3), sollte eine Ge-
schlechtsdetermination der erhaltenen HHSEC erfolgen und die Verwend-
barkeit dieser als HA-Modell diskutiert werden.

Verschiedene FVIlI-Detektionsmethoden (Western Blot, ELISA, Immunflu-
orenzenz-Mikroskopie, aPTT-basierte FVIII-Aktivitatsmessung) sollten in
HHSEC getestet und fiir ein in vitro HA-Zellmodell validiert werden.
Unsere Arbeitsgruppe hat bisher bei der Verwendung der CRISPR/Cas9-
Methode stets mit der SpCas9 gearbeitet. In dieser Arbeit sollte die Ver-
wendung der SaCas9 erstmals in unserem Labor etabliert und ihre Effizienz
in HHSEC ermittelt werden.

Aus der HA-Datenbank sollten fiinf F8-Mutationen mit einem Frameshift-
Effekt, welche bekanntlich eine schwere HA verursachen, ausgewahlt wer-
den. Diese F8-Mutationen sollten als Grundlage flir die Konstruierung von
funf verschiedenen sgRNA-CRISPR/SaCas9-Expressionsvektoren zur Her-
stellung von patientenéhnlichen F8-Mutationen in HHSEC dienen.

Zur Imitierung eines Patienten mit schwerer HA in vitro als Grundlage fur
die Evaluierung der CRISPR/SaCas9-vermittelten GT sollten die immortali-
sierten HHSEC mit den hergestellten sgRNA-CRISPR/SaCas9-Vektoren
mittels lentiviralem Gentransfer stabil transduziert und die so generierten
verschiedenen HHSEC-F8-Mutations-Zelllinien analysiert und auf ihre

FVIII-Expression hin Gberprift werden.
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2 Material

2.1 Softwares & online Programme

Name Anwendung Hersteller

ApE-A plasmid Archivierung von DNA-Sequen- | Mikel Wayne Davis
Editor zen, Primer-Design (University of Utah)
Citavi Literaturverwaltungsprogramm Swiss Academic Soft-

ware, Wadenswil,

Schweiz

Diva7 FACS-Soft-

ware

Messung, Auswertung, Zellen
sortieren (FACS Aria Ill)

Becton Dickinson,
Franklin Lakes, USA

GraphPad Prism 5

Grafische & statistische Auswer-

tung

GraphPad software,
La Jolla, USA

i-control 1.11.1.0

Software

Einstellung & Auswertung des
Plattenlesegeréates (MTT,
ELISA)

Tecan Trading AG,
Schweiz

Microsoft Excel
2016

Tabellenkalkulationsprogramm

Microsoft, Redmond,
USA

Microsoft Office
2016

Textverarbeitungsprogramm

Microsoft, Redmond,
USA

Zeiss ZEN 2.3
(blue edition)

Bearbeitung & Archivierung von
Immunfluoreszenzmikroskopie-

Aufnahmen

Carl Zeiss
Microscopy GmbH,
Jena, Deutschland

2.2 Geréate und Verbrauchsmaterialien

Gerat Hersteller

ACL TOP 700 Instumentation Laboratory Company,
Bedford, USA

Analysenwaage Sartorius, Gottingen, Deutschland

Agarosegel Detektor - E.A.S.Y.RH-3

Herolab, Wiesloch, Deutschland

EPS 500/400

Agarose-Gelelekrophorese Netzteil —

Pharmacia LKB, Uppsala, Schweden
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Agarose-Gelelektrophorese Kammer
—40-0911

Peglab Biotechnologie, Erlangen,

Deutschland

Autoklav

Thermo Fisher Scientific, Schwerte,

Deutschland

Bakterien Schuttler — Roth KS 15A

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Bakterie-Falcon (14 mL)

Greiner, Flickenhausen, Deutschland

Blutabnahmerohrchen

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Duchflusszytometer — BD FACSAria™
M1

Becton Dickinson, Franklin Lakes,
USA

Duchflusszytometer — BD LSRFortes-

Becton Dickinson, Franklin Lakes,
USA

Einfrierbox

Fisher Scientific GmBH, Schwerte,
Deutschland

FACS-Gefalie

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Falcon (15 mL / 50 mL)

Greiner, Flickenhausen, Deutschland

Filterspitzen (10 / 20 / 200/ 1000pL)

Starlab, Hamburg, Deutschland

Gefrierschrank (- 20°C)

Liebherr, Bieberach, Deutschland

Gefrierschrank (- 80°C)

New Brunswick Scientific, Eppendorf,

Hamburg

Gel- / Blotkammer Netzteil — Power
Pac 1000

Bio-Rad, Hercules, USA

Gel- / Blotkammer — XCELL Su-
reLock™

Invitrogen, Carlsbad, USA

Geldokumentationssystem (WB) —
Odyssey FC LI-COR

Bioscience, Bad Homburg, Deutsch-

land

Gel-Kassetten 1.0 mm

Invitrogen, Carlsbad, USA

Inkubator Heraeus B6030 (Bakterien)

Thermo Fisher Scientific, Massachu-
setts, USA

Inkubator Heracell 150i

Thermo Fisher Scientific, Massachu-
setts, USA

Kanulen

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Kryohandschuhe

Tempshield Inc., Minchen, Deutsch-

land
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Kryotube (2 mL)

Thermo Fisher Scientific, Schwerte,

Deutschland

Klhlschrank (4°C)

Bosch, Stuttgart, Deutschland

Kuvetten

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Mikrofilter (0,45um)

Merck Millipore, Darmstadt, Deutsch-

land

Mikroskop Zeiss ID03

Zeiss, Jena, Deutschland

Mikroskop

Olympus, Hamburg, Deutschland

Mikrotitierplatten (96-Well)

Thermo Fisher Scientific, Massachu-
setts, USA

Mikrowelle

LG, Ratingen, Deutschland

Nitrocellulosemembran

GE Healthcare, Miinchen, Deutsch-
land

Objekttrager

Superfrost Menzel, Braunschweig,

Deutschland

PCR-Maschine — Mastercycler® pro

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

PCR-Maschine — T100™ Thermal
Cycler

Bio-Rad, Hercules, USA

PCR Tubes

Thermo Fisher Scientific, Massachu-
setts, USA

Petrischale (10 cm)

Greiner, Flickenhausen, Deutschland

pH-Meter Hanna Instruments, Kehl am Rhein,
Deutschland
Photometer Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipetten (10uL, 20uL, 200uL,
1000pL)

Gilson, Middleton, USA

Pipettierhilfe Pipetus®

Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt,

Deutschland

Pipettenspitzen (10 / 20 / 200/
1000pL)

Starlab, Hamburg, Deutschland

Plattenlesesystem — Infinite M200
PRO

Tecan Trading AG, Schweiz

ReaktionsgefalRe (0,5/1,0/2,0 mL)

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland
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Schwammchen (WB)

Invitrogen, Carlsbad, USA

SDS-PAGE Protein Gele — NuPA-
GE™ 4-8 9% Tris-Acet Gel

Invitrogen, Carlsbad, USA

Sicherheitswerkbank Heraeus Lami-
nAIr®

Heraeus, Hanau, Deutschland

Sonifizierer — VW 2070

Bandelin electronic, Berlin, Deutsch-
land

Spektrophotometer — NanoDrop
2000c

Thermo Fisher Scientific, Massachu-
setts, USA

Spritzen

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Sterilbank Class Il Nuaire

Zapf Instruments, Sarsted, Deutsch-

land

Tischzentrifuge - Himac CT15RE

Hitachi, Tokio, Japan

Thermocycler — MastercyclerRPro

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Vortexmischer — REAX 2000

Heidolph

Wasserbad GFL1083

Gesellschatft fur Labortechnik, Burg-
wedel, Deutschland

Whatman Filterpapier (WB)

Neolab, Heidelberg, Deutschland

Zellkulturplatten (96-Well /12-Well / 6-
Well)

Greiner bio-one, Kremsmiinster, Os-

terreich

Zellkulturschalen (10 / 15 cm)

Greiner bio-one, Kremsmiinster, Os-

terreich

Zellsieb

Merck Milipore, Billerica, USA

Zahlkammern

Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen,

Deutschland

Laser-Scanning-Mikroskop (LSM
800)

Zeiss, Jena, Deutschland

Zentrifugalsaulen Vivaspin 2 (10.000 /
100.000 MWCO)

Sartorius Stedim Lab Ltd,
Stonehouse, Vereinigtes Konigreich

Zentrifuge — Rotina 35

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Zentrifuge — Rotanta 460

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Zentrifuge — Microcentrifuges 5424

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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2.3 Chemikalien und Reagenzien

Name Firma
1 kB plus DNA-Marker NEB, Frankfurt, Deutschland
2-Propanol Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-

land

3-Morpholinopropansulfonséure
(MOPS)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-
land

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineetha-
nesulfonic acid (HEPES)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-

land

4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Acrylamid 40%

Amresco, Solon, USA

Agarose

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ampicillin

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ammoniumperoxodisulfat (APS) 10%

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Bis-Tris

Serva, Heidelberg, Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA)

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Carbonat-Bicarbonat-Puffer — Kap-

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-

seln land
Chloroform Fluka, Deisenhofen, Deutschland
ddH20 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-

land

Decklésung (Immunfluoreszenz)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-
land

Digitonin

Roth, Karlsruhe, Germany

Dimethylsolfoxide (DMSO)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-
land

DMEM

Gibco, Karlsruhe, Deutschland

DNA-Gel-Ladepuffer (6x)

New England Biolabs, Frankfurt,

Deutschland

dNTP mix (10 pM)

NEB, Frankfurt, Deutschland
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Doxycyclin (Dox) 1mg/mL

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-

land

Endothelial cell Medium (ECM)

ScienCell Research Laborattories™,
Carlsbad, USA

Essigsaure

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-
land

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Etramethylethylenediamin (TEMED)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Fetales Kalberserum (FCS)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-

land

FVIll-Mangelplasma — HemosIL™

Instumentation Laboratory Company,
Bedford, USA

Formaldehyd Merck, Darmstadt, Deutschland
Glycerol Roth, Karlsruhe, Deutschland
Glycin Merck, Darmstadt, Deutschland

HDGreen Plus

Intas, Gottingen, Deutschland

Isopropanol

Fluka, Deisenhofen, Deutschland

Kovaltry — rekombinanter humaner
FVIII

Bayer AG, Leverkusen, Deutschland

LB-Agar

Roth, Karlsruhe, Deutschland

LB-Medium

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Lowry A (Proteinkonzentrationsbe-

stimmung — Lésung A)

Biorad, Richmond, USA

Lowry B (Proteinkonzentrationsbe-

stimmung — Lésung B)

Biorad, Richmond, USA

Methanol

Merck, Darmstadt, Deutschland

Methylenblau

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-
land

Milchpulver (fettfrei)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-

land

Natriumchlorid (NaCl)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumhydroxid (NaOH)

Roth, Karlsruhe, Deutschland
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0-Phenylendiamin dihydrochlorid
(OPD) — Tabletten (5mg)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-

land

OPTIMEM (1x)

Gibco, Karlsruhe, Deutschland

Paraformaldehyd (PFA)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-

land

Roti-Load 1 reduzierend, 4x kon-
zentriert (WB)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Penicillin/Streptomycin (100x)

PAA Laboratories, Pasching, Oster-
reich

Restriktionspuffer 1,2,3,4,5 (10x)

NEB, Frankfurt, Deutschland

Phenol : Chloroform : Isoamylalkohol
(25:24:1)

AppliChem GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Phosphate-buffered saline (PBS) (1x)

PAA Laboratories, Pasching, Oster-
reich

Phosphat-Citrat-Puffer — Tabletten

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-
land

Polyethylenimin (PEI)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-

land

Polybren (8mg/mL)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-
land

Ponceau S

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Proteinstandardmarker — Precision

Biorad, Richmond, USA

Puromycin (1pg/pL)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-
land

Salzsaure (HCI)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Schwefelsaure (2,5 M)

Honeywell | Fluka™, Seelze,
Deutschland

SuperSignal® West Femto Luminol/

Enhancer Solution

Thermo Scientific, Rockford, USA

SuperSignal® West Fermto Stable
Peroxide Solution

Thermo Scientific, Rockford, USA

SuperSignal® West Pico Luminol/
Enhancer Solution

Thermo Scientific, Rockford, USA
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SuperSignal® West Pico Stable Per-

oxide Solution

Thermo Scientific, Rockford, USA

T4 DNA Ligase Puffer

NEB, Frankfurt, Deutschland

Transferpuffer (20x) — NUPAGE™

Invitrogen, Carlsbad, USA

Tris

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tris-Acetat-Puffer (20x) — NUPAGE™

Invitrogen, Carlsbad, USA

Trypsin (10x)

PAA Laboratories, Parsching, Oster-

reich

Tween-20

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Wasserstoffperoxid-Lésung 30%

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-

(w/w) in H20 land
2.4 Enzyme
Enzym Firma
BsmBlI NEB, Frankfurt, Deutschland

Dream Taqg Polymerase

Thermo Fisher Scientific, Massachu-
setts, USA

Hindlll

NEB, Frankfurt, Deutschland

RNase A

NEB, Frankfurt, Deutschland

Proteinase inhibitor coktail

Roche, Mannheim, Deutschland

Proteinase K

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-

land

T4 DNA Ligase

NEB, Frankfurt, Deutschland

2.5 Antikorper

Primare Antikdrper | Quelle | WB IF Firma

B-Tubulin Maus 1:1000 1:100 | ProteinTech, Manches-
ter, Grol3britannien

Flag Maus 1:1000 / Sigma-Aldrich, Taufkir-
chen, Deutschland

FVII Hase 1:500 1:50 | Sigma-Aldrich, Taufkir-
chen, Deutschland
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FVIII Hase 1:500 / Novus biologicals, Wies-
baden, Deutschland
Anti-Cas9 Hase 1:1000 / Thermo Fischer, Massa-
chusetts, USA
Sv40 large T Maus 1:500 Santa Cruz Biotechnol-
ogy, Kalifornien, USA
Vinculin Maus 1:1000 1:100 | Sigma-Aldrich, Taufkir-
chen, Deutschland
VWEF (H-300) Hase 1:500 1:50 | Cell Signaling Technol-
ogy, Danvers, MA, USA
Sekundare Anti- Quelle | WB IF Firma
korper
Anti mouse-HRP Ziege 1:10.000 |/ Santa Cruz Biotechnol-
ogy, Kalifornien, USA
Anti rabbit-HRP Ziege 1:10.000 |/ Sigma-Aldrich, Taufkir-
chen, Deutschland
Anti mouse-Alexa Ziege 1:300 | Invitrogen, Karlsruhe,
Fluor 488 Deutschland
Anti rabbit-Cy3 Ziege / 1:300 | Dianova, Hamburg,
Deutschland
Phalloidin-Alexa 1:25 | Invitrogen, Karlsruhe,
Fluor 555 Deutschland
2.6 Kommerzielle Kits
Name Verwendung Hersteller

NucleoBond Xtra Midi

Plasmidisolierung

Macherey-Nagel, Diren,

Deutschland

Zymoclean™ Gel DNA

Recovery Kit

Gelextraktion

Zymo Research, Irvine,
USA

Matched-Pair Antibody
Set — F8C-EIA

Detektion des FVIII Anti-
gens mittels ELISA

Affinity Biologicals™
INC., Ontario, Kanada
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2.7 Humane Zelllinien

Zelllinie | Genotyp Medium Referenz
HEK293T | Genetisch modifizierte humane | DMEM DSMZz: ACC
embryonale Nierenzellen, wel- 10% FCS 635
che das SV40 large T-Antigen 1% P/S
exprimieren (immortalisierte
Zelllinie).
HHSEC Humane hepatische sinusoidale | ECM ScienCell Re-
Endothelzellen. search La-
borattories™,
Carlsbad, USA
HHSEC_ | Genetisch modifizierte HHSEC, | DMEM Vorliegende
LT welche das SV40 large T-Anti- 20% FCS Arbeit
gen Dox-induziert exprimieren 1% P/S
(immortalisierte Zelllinie). 1 pg/mL Dox
HHSEC_ _ | Mit pLCv2-Sa-F8-1 stabil trans- | DMEM Vorliegende
KO_F8 1 | duzierte HHSEC_ LT, welche die | 20% FCS Arbeit
SaCas9, eine gRNA sowie eine | 1% P/S
Puromycin-resistenz enthalten. | 1 pug/mL Dox
HHSEC_ _ | Mit pLCv2-Sa-F8-2 stabil trans- | DMEM Vorliegende
KO_F8 2 | duzierte HHSEC_ LT, welche die | 20% FCS Arbeit
SaCas9, eine gRNA sowie eine | 1% P/S
Puromycin-resistenz enthalten. | 1 pg/mL Dox
HHSEC_ _ | Mit pLCv2-Sa-F8-3 stabil trans- | DMEM Vorliegende
KO_F8 3 | duzierte HHSEC_LT, welche die | 20% FCS Arbeit
SaCas9, eine gRNA sowie eine | 1% P/S
Puromycin-resistenz enthalten. | 1 pg/mL Dox
HHSEC_ | Mit pLCv2-Sa-F8-4 stabil trans- | DMEM Vorliegende
KO_F8 4 | duzierte HHSEC_LT, welche die | 20% FCS Arbeit
SaCas9, eine gRNA sowie eine | 1% P/S
Puromycin-resistenz enthalten. | 1 pg/mL Dox
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HHSEC_ | Mit pLCv2-Sa-F8-5 stabil trans- | DMEM Vorliegende
KO_F8 5 | duzierte HHSEC_ LT, welche die | 20% FCS Arbeit
SaCas9, eine gRNA sowie eine | 1% P/S
Puromycin-resistenz enthalten. | 1 pg/mL Dox
HHSEC_ _ | Mit pLCv2-Sa-F8-1, pLCv2-Sa- | DMEM Vorliegende
KO_F8 1 | F8-3 und pLCv2-Sa-F8-5 trans- | 20% FCS Arbeit
13/5 duzierte HHSEC LT, welche die | 1% P/S
SaCas9, 3 verschiedene gRNAs | 1 pg/mL Dox
sowie eine Puromycin-resistenz
enthalten.
HHSEC_ | Mit pLCv2-Sa-F8-NTC stabil DMEM Vorliegende
KO_F8 | transduzierte HHSEC LT, wel- | 20% FCS Arbeit
NTC che die SaCas9, eine gRNA so- | 1% P/S
wie eine Puromycin-resistenz 1 pg/mL Dox
enthalten.
MOLM- Von einem Patienten mit akuter |/ Von meinem
13 myeloischer Leukamie (AML) Gastlabor
abgeleitete Zelllinie.

2.8 Bakterien

Bakterienstamm

Genotyp

DHb5a

Escherichia coli

F-$80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl
hsdR17(rK-,mK+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl

2.9 Oligonukleotide

Name Sequenz (5°—3’) Verwendung

NH_ 1 caccgTTCCGGGCTAACAAG- | Sense-sgRNA fur NTC
TCCTGT

NH_2 aaacACAGGACTTGTTAGCC- | Antisense-sgRNA fur NTC
CGGAAc

NH_3 caccgAGTGCCACCAGAAGA- | Sense-sgRNA fur Exon 1 des
TACTAC F8-Gens
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NH_4 aaacGTAGTATCTTCTGGTG- | Antisense-sgRNA fur Exon 1
GCACTc des F8-Gens
NH_5 caccgGCGATGTTGAAAAGG- | Sense-sgRNA fir Exon 2 des
TGATCC F8-Gens
NH_6 aaacGGATCACCTTTTCAAC- | Antisense-sgRNA fir Exon 2
ATCGCc des F8-Gens
NH_7 caccgTGATTCATGCTGAATA- | Sense-sgRNA fir Exon 9 des
GCTTC F8-Gens
NH_8 aaacGAAGCTATTCAGCATG- | Antisense-sgRNA fir Exon 9
AATCAC des F8-Gens
NH_9 caccgTAGGTGTTCTGTGTG- | Sense-sgRNA fur Exon 14 des
CAAACC F8-Gens
NH_10 aaacGGTTTGCACACAGAAC- | Antisense-sgRNA fur Exon 14
ACCTACc des F8-Gens
NH 11 caccgTTTGTCCATAAGCATT- | Sense-sgRNA fur Exon 14 des
CTGTC F8-Gens
NH_12 aaacGACAGAATGCTTATGG- | Antisense-sgRNA fiir Exon 14
ACAAAc des F8-Gens
NH 13 CCCTCCTGGGAGCTAAAG Sense-Primer zum Nachweis
von Mutationen in Exon 1
NH 14 CTCTACTCCAGTCTCTAGA- | Antisense-Primer zum Nach-
TTCTG weis von Mutationen in Exon 1
NH_15 TCCTTTCTTCACGCAGATT- Sense-Primer zum Nachweis
TC von Mutationen in Exon 2
NH_16 ATAAGGGGATACTTCCCACC | Antisense-Primer zum Nach-
weis von Mutationen in Exon 2
NH_17 ATGGCATGGAAGCTTATGTC | Sense-Primer zum Nachweis
von Mutationen in Exon 9
NH 18 | ATTCTAGGTAGGCTCAAAT- | Antisense-Primer zum Nach-
CcC weis von Mutationen in Exon 9
NH 19 TATCTGGGAATGGGAGAGA- | Sense-Primer zum Nachweis
AC von Mutationen in Exon 14
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NH 20 | TCCAGGTGATGGATCATCAG | Antisense-Primer zum Nach-
weis von Mutationen in Exon 14
NH 21 CTGAGTCTGGTGGACCTC Sense-Primer zum Nachweis
von Mutationen in Exon 14
NH 22 GAATAGCATCTTAAAGAAC- | Antisense-Primer zum Nach-
GACATATC weis von Mutationen in Exon 14
AGAATATTCCCGCTCTCCG- | Sense-Primer zum Nachweis
DSB9 GAG von Mutationen hSRY
GCAAACTGCAATTCTTCGG- | Antisense-Primer zum Nach-
pS8-10 CAG weis von Mutationen hSRY
DS.B.11 GGACCTCAGCAAAATCTCC- | Sense-Primer zum Nachweis
AGC von Mutationen hARAF
GCTCAATCTTGGGGAGTGA- | Antisense-Primer zum Nach-
pSB-12 CcC weis von Mutationen hARAF
2.10 Plasmide
Plasmid Funktion Quelle
psPAX2 HIV-1-Verpackungsplasmid, das fur gag, | Addgene (ID:
pol, rev und tat unter Kontrolle des CMV- | 12260)
Promotors codiert und zur Herstellung
von lentiviralen Vektoren dient.
pMD2.G Verpackungsplasmid, das das VSV-G- Addgene
Hullprotein unter Kontrolle des CMV-Pro- | (ID:12259)
moters exprimiert.
pLentiCRISPRv2 | Universelles CRISPR-Expressionsplas- Addgene
mid mit 2 Expressionskassetten: SpCas9 | (ID:52961)
+ Puromycin-Resistenz, unter Kontrolle
des EF1a-Promotors und sgRNA unter
Kontrolle des hU6-Promotors.
pLentiCRIS- Derivat von pLentiCRISPRv2, das die Erhalten von
PRv2_ SaCas9 und eine Puromycin-Resistenz meinem
SaCas9 Puro enthalt. Gastlabor
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pRRL-ppT- Lentivirales Plasmid, das fur die Expres- | Erhalten von

SV40LT sion des SV40 Large T Antigens zur Im- | Ozlem Demi-
mortalisierung von primaren Zellen sorgt. | rel (Uniklinik
Das Large T Antigen wird unter Kontrolle | Frankfurt,
eines Doxycyclin abhangigen Promotors | Hamatologie/
exprimiert. Onkologie,

AG Brandts)

pLCv2-Sa-F8- Golden Gate Klonierung von hybridisier- | Vorliegende

NTC ten NH_1/NH_2 in pLentiCRIPSRv2_ Arbeit
SaCas9_Puro unter Verwendung von
BsmBl.

pLCv2-Sa-F8-1 Golden Gate Klonierung von hybridisier- | Vorliegende
ten NH_3/NH_4 in pLentiCRIPSRv2_ Arbeit
SaCas9_Puro unter Verwendung von
BsmBl.

pLCv2-Sa-F8-2 Golden Gate Klonierung von hybridisier- | Vorliegende
ten NH_5/NH_6 in pLentiCRIPSRv2_ Arbeit
SaCas9_Puro unter Verwendung von
BsmBl.

pLCv2-Sa-F8-3 Golden Gate Klonierung von hybridisier- | Vorliegende
ten NH_7 / NH_8 in pLentiCRIPSRv2_ Arbeit
SaCas9_Puro unter Verwendung von
BsmBl.

pLCv2-Sa-F8-4 Golden Gate Klonierung von hybridisier- | Vorliegende
ten NH_9/NH_10 in pLentiCRIPSRv2_ | Arbeit
SaCas9_Puro unter Verwendung von
BsmBl.

pLCv2-Sa-F8-5 Golden Gate Klonierung von hybridisier- | Vorliegende
ten NH_11/NH_12 in pLentiCRIPSRv2_ | Arbeit

SaCas9_Puro unter Verwendung von
BsmBlI.
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3 Methoden

3.1 Auswahl patientenspezifischer F8-Mutationen

Ran et al. (2015) zeigten in ihrer Publikation von 2015, dass die SaCas9 das
Genom mit NNGRRT als PAM-Sequenz am effizientesten schneiden kann. Dabei
erzielte die SaCas9 die hochste Editiereffizienz in Sdugetierzellen mit sgRNAs
zwischen 21- und 23-nt Lange, wobei das Ersetzen der ersten Base der sgRNA
durch Guanin die SaCas9-Aktivitat weiter verbesserte®.

Basierend auf dieser Publikation durchsuchten wir das F8-Gen nach der PAM-
Sequenz NNGRRT (siehe Anhang). AnschieRend tUberpruften wir in der EAHAD-
Datenbank, ob patientenspezifische Mutationen drei Nukleotide vor oder hinter
der gefundenen PAM-Sequenz beschrieben wurden. Von diesen patientenspezi-
fischen F8-Mutationen in der Nahe der PAM-Sequenz wéhlten wir wiederum funf
Beispiele aus (siehe Tab. 3), welche einen Frameshift-Effekt aufweisen und eine
schwere HA-Form mit einer FVIII:C von weniger als 1% verursachen. Auf Grund-
lage dieser fiinf ausgewahlten Beispiele konstruierten wurden in der vorliegenden
Arbeit sgRNA fir die Direktion der SaCas9 zu den ermittelten patientenspezifi-
schen Sequenzen, um auf diese Wiese maoglichst patientendhnliche F8-Mutatio-
nen in HHSEC, zur Imitierung eines Patienten mit schwerer HA und Frameshift-

Effekt in vitro, einzufiihren.

Tab. 3: Beispiele von patientenspezifischen F8-Mutationen aus der Hamophilie A-Datenbank.
Aufgelistet sind funf verschiedene F8-Mutationen mit einem Frameshift-Effekt aus Patienten mit einer schwe-
ren HA-Form (FVIII:C < 1%). Es handelt sich dabei um Deletionen. Quelle: http:/Amww.factorviii-db.ora/,
01.06.2021. HA: Hamophilie A, FVIII:C: FVIII-Aktivitat.

Name Mutation Exon HA-Form FVIII:C (%)
F8 1 c73delT 1 schwer <1
F8 2 c224delA 2 schwer <1
F8 3 c1579delG 9 schwer <1
F8 4 c2374delT 14 schwer <1
F8 5 c3202_3203delAG 14 schwer <1
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Kultivierung von Bakterien

In der vorliegenden Arbeit wurden fur die Aufnahme freier DNA chemisch kom-
petente DH5a-Escherichia coli-Bakterien verwendet, welche in Aliquots bei -80°C
gelagert wurden. Zur Kultivierung dieser Bakterien in einer Flussigkultur wurde
dem LB-Medium das Selektionsantibiotikum Ampicillin (Amp) in einer finalen
Konzentration von 100 pug/ml zugesetzt. Die Bakterien wurden in diesem Amp-
LB-Medium bei 37°C tber Nacht (~ 16 h) und 220 rpm in einem Bakterienschuitt-
ler geziichtet.

Fur die Kultivierung in Platten wurde eine Reinkultur mit einer Impfose oder einem
Drigalskispatel gleichmaRig auf eine Amp-LB-Agar-Platte (enthielt 100 pg/mL
Amp) verteilt und Uber Nacht (~ 16 h) bei 37°C in einem Inkubator bebrttet. Die
Bakterienplatten wurden bis zu 4 Wochen bei 4 °C gelagert.

LB Agar 35 g Agarpulverin 1 | H20

LB medium 20 g LB broth in 1 1 H20

3.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation aller DNA-Sequenzen erfolgt durch Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) mithilfe der hitzebestandigen DreamTag-DNA-Polymerase nach Herstel-
lerangaben. Das Gesamtvolumen einer PCR-Reaktion betrug 50 pyL. Das PCR-
Programm besteht aus einem Denaturierungsschritt, Hybridisierungsschritt sowie
einem Elongationsschritt. Denaturiert wird bei 98°C, dabei trennen sich die bei-
den Strange der Template-DNA. AnschlieRend wird die Temperatur auf 57°C ge-
senkt, so dass es zur Hybridisierung der im Uberschuss vorhandenen Oligonuk-
leotidprimer an die einzelstrangige Template-DNA kommt. Anschlie3end ermdg-
licht die Temperaturerhbhung auf 72°C, das Temperaturoptimum der thermos-
tabilen DreamTaqg-Polymerase, die Verlangerung des Primers bis wieder eine
doppelstrangige DNA vorliegt, die der urspringlichen Template-DNA exakt
gleicht. Durch Wiederholen dieser Schritte fur mehrere Zyklen wird die spezifi-

sche DNA-Sequenz exponentiell amplifiziert.
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Standard-PCR-Programm:

Initiale Denaturierung 2 min 98°C
Denaturierung 20s 98°C
Hybridisierung 20s 57°C 32 Zvklen
Elongation 1 min 72°C

Finale Elongation 7 min 72°C

Kuhlen o0 4°C

Komponenten fir einen Standard-PCR-Ansatz:

DNA (~ 0,1 pg) 1 uL
dNTPs (2,5 mM) 2 uL
DreamTaq Puffer 5uL

Oligonukleotid s. (10uM) 2,5 uL
Oligonukleotid as. (10uM) 2,5 uL
DreamTag-Polymerase 0,3 uL
Mit ddH20 auffullen

Gesamtvolumen 50 uL

3.2.3 Arbeiten mit DNA

Genomische DNA-Isolierung

Die Isolierung der genomischen DNA aus Zellen erfolgte unter Anwendung der
Phenol-Chloroform-Extraktionsmethode. Die kultivierten adhérenten Zellen wur-
den mit PBS gewaschen, pelletiert (5 min, 1200 rpm, RT) und anschlieRend in
400 pL SDS-Zelllysepuffer, welchem 150 pg/mL Proteinase K zugesetzt wurde,
resuspendiert. Die Zellen wurden tber Nacht bei 60°C inkubiert. Nach dem Ab-
kihlen auf RT wurden 400 pL Phenol / Chloroform / Isoamylalkohol (25:24:1)
zugegeben, mithilfe eines Vortexmischer griindlich geschuttelt und dann zentri-
fugiert (RT, 15000 rpm, 5 min). Nach der Zentrifugation entstanden 3 Phasen.
Die wassrige Phase oben enthielt die DNA. Diese wurde vorsichtig unter Vermei-
dung der Interphase abgenommen und in ein neues Reagenzgefal tberfuhrt. Es
wurden 400 pL Chloroform hinzugegeben, griindlich durchmischt und anschlie-
Rend erneut zentrifugiert (RT, 15000 rpm, 5 min). Die obere Phase wurde wieder

in ein neues Reagenzgefald Gberfuhrt und mit 1 mL Ethanol (100%) gemischt.
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Nach dem Schutteln und Zentrifugieren (RT, 15000 rpm, 5 min) wurde die DNA
ausgefallt. Der Uberstand wurde verworfen und das DNA-Pellet wurde mit 150
uL Ethanol (70%) gewaschen und anschlie3end zentrifugiert (RT, 15000 rpm, 5
min). Das DNA-Pellet wurde getrocknet (~ 5 min) und in ddH20 zu einer Kon-
zentration von 200 ng/ul gelost.

SDS-Zelllyse Puffer fuir genomische | 50 mM Tris-HCI pH 8
DNA 100 mM NacCl

1 mMEDTA pH 8
0,5% SDS

DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von DNA erfolgte am NanoDrop-Spektralphoto-
meter Uber die Messung der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlange von
260 nm, dem Absorptionsmaxium von Nukleinsdure. Die verwendete Probe-
menge betrug 1 pL. Die DNA-Konzentration errechnet sich aus der OD bei 260
nm, der Verdunnung und einem fur DNA, RNA bzw. Oligonukleotide spezifischen
Multiplikationsfaktor. Bei 280 nm liegt das Absorptionsmaxium von Proteinen.
Aus dem Verhaltnis der ODzsonm und der OD2sonm erhalt man zusatzlich eine Aus-

sage uber DNA-Reinheit in der Losung, welche ungefahr bei 1,8 liegen sollte.

Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarosegel-Elektrophorese ist die einfachste und effektivste Methode, DNA-
Fragmente ihrer Gré3e nach voneinander zu trennen und zu identifizieren. Hier-
bei wurden 1 — 2% Agarosegele eingesetzt. Die erforderliche Menge an Agaro-
sepulver wurde mit 1xTAE-Puffer gemischt und durch Erhitzen der Emulsion in
einer Mikrowelle geldst. Zur DNA-Farbung wurde 1 uL HD-Green Plus pro 20 mL
Agarosegel zugegeben und dann in eine Gelkammer gegossen. HD-Green Plus
interkaliert in die DNA und ermoglicht so die Visualisierung von DNA unter UV-
Licht. Nach der Aushartung des Gels wurde die Kammer mit 1xTAE-Elektropho-
resepuffer geflllt, bis das Gel knapp bedeckt war. Die Proben wurden mit 6xDNA-
Ladepuffer versetzt und in die Taschen des Agarosegels geladen. Zur Identifizie-
rung der Fragmentlangen wurde ein DNA-Gro3enmarker (1 kB plus DNA-Marker)

mitgefuhrt. Durch Anlegen einer Spannung von 120 V fir 30 — 60 min wurden die
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DNA-Fragmente ihrer Gro3e nach getrennt. Danach wurden die DNA-Fragmente
durch UV-Licht unter einem Transilluminator sichtbar gemacht und fotografiert.
In einigen Fallen wurde ein getrenntes DNA-Fragment mithilfe eines Skalpells
aus dem Gel geschnitten und unter Verwendung des "Zymoclean™ Gel DNA-
Recovery"-Kit (Zymo Research) isoliert.

TAE Puffer (50X) 242 g Tris
57,1 ml Essigsaure

100 ml EDTA (0.5M) pH 8.0

Gelextraktion von DNA-Fragmenten

Um ein DNA-Fragment aus einem Agarosegel zu isolieren, wurde die DNA-
Bande des Interesses unter UV-Licht aus dem Gel mit einem Skalpell ausge-
schnitten und in ein 2 mL-Reaktionsgefal? tiberfuhrt. Die DNA-Extraktion aus dem
Agarosegel wurde unter Verwendung des Zymoclean™ Gel DNA-Recovery"-Kit
(Zymo Research) gemal den Anweisungen des Herstellers durchgefuhrt. Dieses
Kit basiert auf der Bindung von DNA an eine Silica-Membran in Gegenwart einer
hohen Konzentration an chaotropem Salz. Das ausgeschnittene Agarosegel-
Stuck wurde in dem im Kit enthaltenem Agarose-Auflésungspuffer (ADB) bei
50°C fur 5 — 10 min gel6st und dann in die im Kit enthaltene Filtersaule gegeben
und zentrifugiert (1 min, 15000 rpm, RT). Nach zwei Waschschritten wurde die

reine DNA unter Verwendung von 50 pl ddHz20 eluiert.

DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierungen wurden von der SeqlLab Company (Géttingen,
Deutschland) durchgefihrt. Die zu sequenzierende DNA-Probe wurde in einem
Reaktionsgefal’ vorbereitet. Dabei wurden 1 pg Plasmid oder 0,1 pg PCR-Frag-
ment mit ddH20 auf ein Gesamtvolumen von 15 pL gebracht. Selbst designte
Primer wurden als Sequenzierprimer in einer Konzentration von 10 pM in einem
separaten Reaktionsgefald mitverschickt. Die Ergebnisse der Sequenzierungen

wurden elektronisch zugesendet und mit dem ApE Programm analysiert.

Generierung von Plasmiden
Bei der Klonierung wird ein gewinschtes DNA-Fragment in einen Vektor einge-

fuhrt, der die massenhafte Vermehrung dieses DNA-Fragmentes ermoglicht. Fur
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alle in dieser vorliegenden Arbeit generierten Plasmide wurde die Golden-Gate-
Klonierungsmethode angewendet. Hierbei wurden alle Restriktionsanséatze mit
kommerziell erhéltliche Restriktionsendonukleasen von New England Biolabs
(NEB) nach Herstellerangaben durchgefihrt. Komplementare Oligonukleotide
(Oligo 1 und 2) wurden bei 98°C fur 5 min inkubiert. Die Hybridisierung dieser
Oligonukleotide erfolgte dann durch langsames Abkthlen der Oligonukleotidmi-

schung fur mindestens 20 min bei RT.

Oligonukleotid-Gemisch: Golden Gate Reaktionsgemisch:
Oligo 1 (100 pM) 5uL Vektor 150 ng
Oligo 2 (100 pM) 5puL Hybridisierte Oligos 6 uL
ddH20 30 pL 10 x T4-Ligasepuffer 2 L
Gesamtvolumen 40 uL T4-DNA-Ligase 1L
BsmBI 1L

Mit ddH20 auffillen

Gesamtvolumen 20 pL

Die Golden Gate Methode stellt eine einstufige Klonierungsmethode dar, die so-
wohl die Restriktions- als auch Ligationsreaktion in einem Reaktionsbehélter
kombiniert. Alle flr diese Reaktion bendtigen Bestandteile wurden in einem Re-
aktionsgefald angesetzt (siehe Golden Gate Reaktionsgemisch) und nach Fol-

gendem PCR-Programm inkubiert:

Schritt 1 5 min 37°C

Schritt 2 10min  16°c | 2 ZYKen
Schritt 3 15min 37°C

Schritt 4 5 min 80°C

Schritt 5 0 4°C

Die bei dieser Methode eingesetzten Typ-lIS-Restriktionsenzymen, wie BsmBl,
besitzen raumlich voneinander getrennte Erkennungs- und Schnittstellen. Sie ge-
nerieren nicht-palindromische, vier Basenpaar lange Uberhange. Uber sequenz-
spezifische Ligation konnen gewinschte DNA-Fragmente (hybridisierte Oligos)
in definierter Reihenfolge und lGbergangslos, das heil3t ohne zusatzliche Nukleo-
tide, an den entstandenen kompatiblen Uberhangen verkniipft werden. Nach der

Ligation des gewtinschten DNA-Fragmentes enthélt das Ligationsprodukt keine
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Typ 1IS-Erkennungsstelle mehr, sodass die Restriktionsenzyme das entstandene
Produkt nicht erneut schneiden kénnen und somit Restriktionsverdau und Liga-

tion simultan in einem Reaktionsgefald vereinbar sind.

Transformation von DH5a Bakterien

Ein Aliquot chemisch kompetenter DH5a- Escherichia coli-Bakterien wurde 20
min auf Eis aufgetaut. Anschlie3end wurden 10 ng Plasmid-DNA oder 20 pL ei-
nes Ligationsansatzes zugegeben und durch vorsichtiges hoch und runter pipet-
tieren kurz gemischt. Nach einer Inkubation von 20 min auf Eis wurde ein Hitze-
schock fur 1 min bei 42°C in einem Wasserbad durchgefihrt. Der Reaktionsan-
satz wurde sofort fur 5 min auf Eis gestellt und dann auf einer 10 cm LB-Agar-
platte, die 100 pug/L Ampicillin enthielt, ausplattiert. Die Platten wurden tiber Nacht

(~ 16 h) bei 37°C inkubiert, bis die Bakterienkolonien sichtbar waren.

Plasmidisolierung

Fir die Plasmid-DNA-Praparationen wurden zwei Grof3en angewendet. Metho-
disch besteht allerdings kein Unterschied. Im ersten Schritt stellt man ein Bakte-
rienlysat her, in dem man die bakterielle Zellwand aufbricht. Im nachsten Schritt
folgt die Reinigung, um sich der bakteriellen Proteine und Membranbestandteile
sowie des bakteriellen Genoms zu entledigen. Die kleineren und freieren Plas-
mid-Molekiile bleiben im Uberstand erhalten.

Fur die Sequenzierung und Uberpriifung der Plasmide auf ihre Richtigkeit wurde
die Mini-Praparation angewendet. Aus einer Bakterien-Flussigkultur wurden 1,5
mL in ein Reaktionsgefal} Gberfuhrt und zentrifugiert. Alle Zentrifugationsschritte
fanden bei 15000 rpm und RT fiir 5 min statt. Der Uberstand wurde verworfen
und das Zellpellet wurde in 100 pL P1-Puffer resuspendiert. Dann wurden 200
uL P2-Puffer zugegeben und durch Schwenken des Reaktionsgefal3es gemischt.
Nach Zugabe von 150 pL P3-Puffer und Mischen wurden das Reaktionsgefaf
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und in ein neues Reaktionsge-
far tberfuhrt. Zum Fallen der DNA wurden 1 mL Ethanol (100%) hinzugegeben,
griindlich durchmischt und anschlieRend zentrifugiert. Der Uberstand wurde ver-

worfen. In einem folgendem Waschschritt wurden dem DNA-Pellet 150pL Etha-
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nol (70%) zugegeben. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen. An-
schlieBend wurde das Pellet kurz getrocknet (ca. 5 min) und in ca. 50 pL ddH20

resuspendiert.

P1 Puffer 50 mM Tris/HCI pH 8,0
100 mM EDTA
100 pg/mL RNase A

P2 Puffer 200 mM NaOH
1% SDS

P3 Puffer 3 M Kaliumacetat pH 5,5

Die Herstellung von Plasmiden in grof3eren Mal3stédben bspw. fir die Virusher-
stellung erfolgte dagegen mithilfe des "NucleoBond PC 500"-Kit von Macherey-
Nagel nach dem Midi-Praparationsprotokoll des Herstellers. 200 mL einer Uber-
nachtkultur wurden in 50 mL Falcon-Gefal3e Gberfuhrt, zentrifugiert (5000 rpm,
10 min, 4 ° C) und in 8 ml PES-Puffer resuspendiert. Zur Lyse der Bakterien
wurde 8 mL LYS-Puffer zugegeben und durch Invertieren gemischt. Der Reakti-
onsansatz wurde 5 min bei RT inkubiert. Anschliel3end wurden 8 mL NEU-Puffer
hinzugefugt. Die Filtersaulen aus dem Kit wurden mit 5 mL EQU-Puffer benetzt.
Der Reaktionsansatz wurde vorsichtig in die Filtersdule gegossen. Nach dem
Waschen mit 8 mL WASH-Puffer wurde die Saule auf ein neues Reaktionsgefald
gegeben und DNA mit 5 mL ELU-Puffer aus der Saule eluiert. Anschliel3end wur-
den 3,5 mL Isopropanol zugegeben und das Gemisch wurde zentrifugiert (5000
rpm, 30 min, 4 ° C). Nach dem Verwerfen des Uberstands wurde das DNA-Pellet
mit 2 mL Ethanol (70%) gewaschen und zentrifugiert (15000 rpm, 5 min, RT). Der
Uberstand wurde verworfen und das DNA-Pellet kurz getrocknet. Die DNA wurde
in 50 — 250 pL ddH20 resuspendiert.

Die DNA-Konzentration wurde mithilfe des NanoDrop-Spektrometers bestimmt.
Alle aus der Midi-Praparation gewonnen Plasmide wurden auf eine finale Kon-

zentration von 1 pg/uL verdinnt.

Analytischer Restriktionsverdau
FUr den analytischen Restriktionsverdau wurden 0,2 —1 ug DNA eingesetzt und
das Restriktionsenzym Hindlll von New England Biolabs (NEB) verwendet. Aus

der Enzymaktivitatsliste des Herstellers wurde der passenden Puffer ausgewahlt.
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Alle Komponenten des Hindlll-Verdaus wurden dem Reaktionsansatz hinzuge-
geben und anschlie3end fir 1 h bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Proben
mit 6x DNA-Ladepuffer versetzt, auf ein Agarosegel aufgetragen und elektropho-
retisch analysiert.

Komponenten des Hindlll-Verdaus:

DNA 0,2-1ug
NEB Puffer 2 2 uL
Hindlll 1 L

Mit ddH20 auffillen
Gesamtvolumen 20 L

3.3.2 Produktion von rLV
Die Virusproduktion erfolgte durch Transfektion von Hek293T-Zellen mit den Hel-
ferplasmiden (psPax2: Gag-Pol; pMD2.G: VSV.G Env) zusammen mit einem
Transferplasmid. Hierbei wurde flr die Transfektion Polyethylenimin (PEI) einge-
setzt. Sowohl die beiden Helfervektoren als auch das Transferplasmid enthielten
jeweils einen SV40-Replikationsursprung. Aufgrund der stabilen Expression des
large T-Antigen (LT) durch die HEK293T-Zelllinie, wurden die eingebrachten
Plasmide repliziert, was in der Erhéhung der produzierten viralen Partikelanzahl
resultierte. Der Transfervektor enthielt das Verpackungssignal (), sodass die
von diesem Plasmid generierte RNA als einziges in die viralen Partikel verpackt
werden kann. Die Helferplasmide dagegen enthielten lediglich Strukturgene und
wurden fur die Virusproduktion bereitgestellt, jedoch nicht in die viralen Partikel
verpackt. Das Strukturgen gag codiert flr Matrix-, Kapsid- und Nukleokapsidpro-
teine, pol codiert die viralen Enzyme Protease, Reverse Transkriptase und In-
tegrase wahrend env fiir das virale VSV-G Hullprotein codiert. Das synthetische
Polymer PEI ermdglichte die Aufnahme und Verpackung von negativ geladener
DNA (Transfervektor) in positiv geladene Partikel.
Ein Tag vor der Transfektion wurden 11x10% HEK293T-Zellen in 19 mL Kultur-
medium in einer 15 cm Schale ausgesat. Am Tag der Transfektion sollten die
Zellen eine Konfluenz von etwa 70 — 80% haben. Der Zelliberstand (ZU) wurde
gegen 14 mL frisches Kulturmedium ausgetauscht. Fur die Transfektion wurde
die Plasmidmischung (Losung A) zunéachst getrennt von der PEI-Mischung (L6-
sung B) unter Verwendung von DMEM ohne Zusétze angesetzt:
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Losung A Losung B

DMEM 1900 pL DMEM 1760 pL
Transfervektor 11,3 pg PEI (1 pg/puL) 140 pL
psPAX2 10,5 ug

pMD2.G 5,8 ug

Beide Losungen wurden bei RT fur 5 min inkubiert. Anschliel3end wurde Lésung
B zu Ldsung A gegeben, gut gemischt und fur 20 min bei RT inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wurde die Lésung vorsichtig tropfenweise auf die HEK293T-Zel-
len pipettiert, die Schale mehrmals vorsichtig geschwenkt und anschlielend bei
37°C gelagert. Am néachsten Tag fand ein erneuter Mediumwechsel statt, wobei
14 mL des Kulturmediums von HHSEC_LT ohne Doxycyclin zugegeben wurden.
Nach 48 h wurde der virushaltige ZU vorsichtig abgenommen, mit einem 0,45 pum
Filter sterilfiltriert, anschlieRend in 2,0 mL Kryordéhrchen aliquotiert und bei -80°C

gelagert wurden.

3.3 Zellbiologische & virologische Methoden

3.3.1 Arbeiten mit humanen Zelllinien

Alle Zellkulturarbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen. Die Zichtung und
Haltung der Zelllinien erfolgte im CO2-Inkubator bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luft-
feuchtigkeit.

Konservierung und Auftauen von Zellen

Fur die Lagerung Uber einen langeren Zeitraum wurden die Zellen bei -196°C in
flussigem Stickstoff gelagert. Hierfur wurden die Zellen mit PBS griindlich gewa-
schen und anschliel3end bei 1200 rpm und RT fur 5 min zentrifugiert. Das Zell-
pellet wurde in Einfriermedium resuspendiert und in Kryoréhrchen tberfihrt. Die
Gefalle wurden zunachst fur mindestens 48 h bei -80°C in vorgekihlten Einfrier-
boxen gelagert und anschlieRend in die Stickstoff-Kryobank tberfihrt.

Zum Auftauen der Zellen wurde der Inhalt der Kryoréhrchen mit dem vorgewarm-
ten Kulturmedium der jeweiligen Zelllinie gespdlt und in ein frisches Reaktions-
gefal tberfuhrt. Nach dem Zentrifugieren (1200 rpm, RT, 5 min), wurde das Zell-
pellet mit PBS gewaschen und dann in frisches Medium resuspendiert und eine

geeignete Zellschale gegeben.
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Einfriermedium 90% FCS
10% DMSO

Kultivierung von humanen Zelllinien

Adharente Zelllinien wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) von
Gibco kultiviert. Fir HEK293T wurde DMEM mit 10% inaktiviertem fotalem Kal-
berserum (FCS) und 100 U/mL Penicillin/Streptomycin (P/S) supplementiert. Die
immortalisierte HHSEC_LT-Zelllinie ebenso wie alle transduzierten HHSEC-F8-
Mutations-Zelllinien wurden in DMEM supplementiert mit 20% FCS, 100 U/mL
P/S sowie 1 pg/mL Doxycyclin geztichtet.

Fir das Passagieren der adharenter Zelllinien wurden die Zellen mit PBS gewa-
schen und mithilfe einer Trypsinlésung (1:10 verdinntes Trypsin) abgelost. Hier-
bei wurden die mit der Trypsinldsung benetzten Zellen kurz bei 37°C inkubiert,
bis sie sich von der Oberflache der Zellkulturschale l6sten (~ 1 min). Die Zugabe
von Kulturmedium mit FCS inaktivierte die enzymatische Aktivitat von Trypsin.
Alle Zellen wurden in Abh&ngigkeit ihrer Verdopplungszeit und Konfluenz zwei-
bis dreimal pro Woche in einem Verhaltnis zwischen 1: 3 bis 1: 10 auf neue Kul-

turschale aufgeteilt.

Zellzdhlung und Bestimmung der Gesamtzellzahl

Die Zellen wurden geerntet und eine kleine Probe (20 ul Zellsuspension) wurde
mit einem gleichen Volumen (1:1) Trypanblau-Lésung gemischt. Da der negativ
geladene Farbstoff Trypanblau keine intakte Zellmembran passieren kann, farbt
er selektiv nur tote Zellen. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 pl der Zell-
Trypanblau-Mischung auf eine Neubauer-Zahlkammer aufgetragen und lediglich
lebende Zellen wurden durch ein Mikroskop gezahlt. Die Gesamtzahl lebensfahi-

ger Zellen wurden nachfolgender Formel berechnet:
Anzahl gezahlter Zellen

Zellzahl/mL = * Verdiinnungsfaktor * 10*

Anzahl ausgezahlter Quadrate

3.3.3 Immortalisierung & Charakterisierung der HHSEC-Linie
Immortalisierung mit dem large T-Antigen (LT)
Die Transgenexpression des Large T-Antigens (LT) vom Simian-Virus 40 (SV40)

ist eines der am haufigsten angewendeten Methoden zur Herstellung unbegrenzt
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kultivierbarer Zelllinien. LT bindet an die Tumorsuppressor-Proteine pRB und p53
und bewirkt dadurch die Transformation von ruhenden in entarteten Zellen02,
Um die Transgenexpression in den genetisch manipulierten Zellen kontrollieren
zu kdénnen, wurden Transgen-Regulationssysteme, wie das am besten charakte-
risierte Tetracyclin-induzierbare Expressionsystem (Tet-System), entwickelt. Das
Tet-System besteht i. d. R. aus zwei Komponenten: Das fir den tetracycline-
responsive transcriptional activator (tTA) kodierte Gen steht unter der Kontrolle
eines CMV-Promotors und wird daher konstitutiv exprimiert. Die zweite Kompo-
nente enthalt die zu exprimierende cDNA, die unter der Kontrolle des tet respon-
sive element (TRE) steht. Beide Komponenten werden mittels Gentransfer stabil
in eine Zelllinie transfiziert. In der Abwesenheit von Tetracyclin bindet tTA an TRE
und aktiviert die Transkription des dahinterliegenden Transgens. Gibt man dage-
gen Tetracyclin hinzu, entsteht ein Tetracyclin-tTA-Komplex, der nicht mehr an
TRE bindet, und die Transgenexpression sinkt (Tet-Off-System).

Das hier in dieser Arbeit angewandte Tet-On-System basiert auf einer mutierten
Version von tTA, welches nur in Anwesenheit von Doxycyclin (Dox), einem Tet-
racyclinderivat, an das TRE bindet und damit die Transkription des Transgens, in
diesem Fall des Onkogens LT aktiviert. Somit kann die Anwesenheit von Dox im
Kultiviermedium die stabile Expression von LT und damit die unbegrenzte Zell-
teilung der primaren HHESC ermdéglichen.

Entsprechend dem Protokoll von Zalvide, Stubdal und DeCaprio (1998) wurden
die kommerziell erhaltenen HHSEC von ScienCell (Artikelnummer: SC1001) mit
dem Dox-induzierbaren pRRL-ppT-SV40-LT (Quelle: Ozlem Demirel) stabil mit-
tels rLV transduziert. Dabei wurden in jeder Vertiefung einer 6-Well-Platte jeweils
50.000 Zellen in 2 ml Endothelial Cell Medium (ECM) ausgesat. Am nachsten
Tag wurde der ZU durch jeweils 1 ml frisches ECM supplementiert mit Polybren
mit einer finalen Konzentration von 8 ug/mL pro Well ersetzt. Von zuvor trans-
fizierten Hek293T-Zellen wurde 1 mL rLV-ZU, der pRRL-ppT-SV40-LT enthielt,
in jedes Well zugegeben und sorgféltig gemischt. Die Zellen wurden fur 48 h bei
37°C inkubiert. Daraufhin wurde der ZU verworfen, die Zellen mit PBS gewa-
schen und frisches ECM supplementiert mit 1 ug/mL Dox zugegeben. Die immor-
talisierten HHSEC LT wurden anschlieend schrittweise an ihr neues Kulturme-
dium (DMEM, 20% FCS, 1% P/S) adaptiert. Hierbei wurde bei jedem Passagie-

ren der Zellen der Anteil an neuem Kulturmedium wie folgt erhoht:
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Passage | ECM DMEM, 20% FCS, 1% P/S | Doxycyclin
P1 Ya Ya + 1 pg/mL
P2 Yo Yo + 1 pg/mL
P3 Ya Ya + 1 yg/mL
P4 - 1 + 1 pg/mL

Uberpriufung der Immortalisierung

Bei der Adaption der HHSEC LT an ihr neues Kulturmedium nach der Transduk-
tion, wurden die Zellen fir ca. 3 Wochen in Kultur gehalten. Durch das Kultivieren
in dieser Zeit wurden alle nicht-transduzierte HHSEC-Wildtypzellen, aufgrund ih-
rer fehlenden Eigenschaft zum unbegrenzten Zellwachstum, eliminiert. Anschlie-
Rend erfolgte die Uberpriufung der LT-Expression. Hierfiir wurden in einer 6-Well-
Platte 200.000 HHSEC_LT in jede Vertiefung ausgelegt. Jeweils 3 Vertiefungen
wurden in Kulturmedium supplementiert mit 1 pg/mL Doxycyclin fir 4 Tage oder
in Kulturmedium ohne Doxycyclin fir 2, 4 oder 7 Tage gehalten. Anschliel3end
wurden Zelllysate aus den jeweiligen gleichbehandelten Wells hergestellt. Mittels

Western Blot wurde das LT detektiert und analysiert.

Kumulatives Wachstumsassay

Um das Wachstumsverhalten von immortalisierten HHSEC LT in Anwesenheit
und Abwesenheit von Doxycyclin zu analysieren, wurde ein kumulatives Wachs-
tumsassay durchgefihrt. Hierbei wurden in einer 6-Well-Platte in jede Vertiefung
jeweils 50.000 HHSEC LT in 2 mL HHSEC-Kulturmedium ausgesat. Zur Erstel-
lung von Replikaten wurden die Zellen in drei Vertiefungen in 2 mL Medium supp-
lementiert mit 1 pg/mL Doxycyclin und in den restlichen drei Vertiefungen ohne
Doxycyclin durchgehend kultiviert. An Tag 3, 7, 10, 13 und 17 wurden die Zellen
gezahlt. Hierbei wurden die Zellen stets gleichbehandelt. Sie wurden mit 2 mL
PBS gewaschen. Zum Suspendieren der Zellen wurden 500 pL 1x-Trypsinldsung
hinzugeflgt und fir 2 min bei 37°C inkubiert. Anschlie3end wurden 500 pL Kul-
turmedium erganzt und die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. Von den gezéahlten Zellen wurden jeweils 50.000 wieder in 2 mL Kul-
turmedium in eine neue Platte ausgesét und bis zum néchsten geplanten Zahltag
bei 37°C inkubiert. Durch Ermittlung eines Wachstumsfaktors konnten die Ge-
samtzahlen fir jede Vertiefung Uber die Zeit hochgerechnet werden.
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Geschlechtsdetermination der HHSEC

Fur die Geschlechtsdetermination der kommerziell erhaltenen HHSEC wurden entspre-
chend den aufgefiihrten Protokollen (siehe 3.2.2 und 3.2.3) die genomische DNA isoliert,
mittels PCR amplifiziert und anschlieRend gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die hierbei
verwendeten Oligonukleotide (DS-B-9, DS-B-10, DS-B-11, DS-B-12) dienten dem Nach-
weis zum einen des SRY-Gens, das auf dem Y-Chromosom lokalisiert ist, und zum an-
deren des ARAF-Gens, das wiederum auf dem X-Chromosom lokalisiert ist. Als Nega-
tivkontrolle wurde Wasser ohne genomische DNA verwendet. Als Positivkontrolle stellte
mir mein Gastlabor eine MOLM-13-Zelllinie (einer von akuter myeloischer Leukéamie ab-
geleiteten Zelllinie) zur Verfligung, bei welcher aus der Literatur bekannt ist, dass es sich
hierbei um eine mannliche Linie mit dem Karyotyp XY handelte.

3.3.4 Generierung von F8-Mutations-Zelllinien

Todenskurve mit Puromycin

Erfolgreich mit den SaCas-CRISPR-Expressionsvektoren transduzierte Zellen
sollten mit Puromycin selektiert werden. Die geeignete Puromycinkonzentration
fur HHSEC LT wurde mit einer Todeskurve bestimmt. Hierfr wurden in einer 12-
Well-Platte 25 x 102 Zellen in jeweils sieben Vertiefungen der Platte ausgesaht
und mit steigenden Konzentrationen von Puromycin behandelt: 0,25 pg/mL — 0,5
pg/mL — 1 pg/mL — 2 pg/mL — 3 pg/mL — 4 pg/mL.

Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde 24 h sowie 48 h nach der Antibiotikabe-
handlung mit einem Mikroskop optisch Uberwacht. Die geeignetste Puromycin-
Selektionsbedingung wurde als die niedrigste Konzentration bestimmt, bei wel-
cher alle Zellen nach zwei Tagen Inkubation gestorben waren. Fir HHSEC be-

trug diese ermittelte Konzentration 0,5 pg/mL Puromycin.

Transduktion und Selektion von HHSEC-LT

Fur die Generierung von stabil transduzierten F8-Mutations-Zelllinien, wurde ein
CRISPR-Cas9-basierter Ansatz verwendet. Daher wurden CRISPR-Vektoren,
die eine, gegen eine spezifische F8-Sequenz gerichtete, sgRNA und eine Puro-
mycin-Resistenz-Kassette trugen, mittels rLV in die Zellen gebracht. Ein Tag vor
der Transduktion wurden 50.000 adharente HHSEC LT in jeweils jeder Vertie-
fung einer 6-Well-Platte ausgesat. Fur die Transduktion wurde das HHSEC-Kul-
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turmedium frisch gewechselt und 2 pg/mL Doxycyclin hinzugeftigt. Der virushal-
tige ZU wurde kurz vor der Transduktion noch am selben Tag geerntet und ste-
rilfiltriert (0,45um Filter). 8 pg/mL Polybren wurde zum virushaltigen ZU zugege-
ben, gut gemischt und fiir 5 min bei RT inkubiert. Anschliel3end wurde dieser zu
den Zellen mit Kulturmedium in einem Verhaltnis von 1: 1 hinzugefiigt. Nach einer
Inkubationszeit von 72 h bei 37°C wurden die Zellen in zwei Waschschritten mit
jeweils 1 mL PBS grundlich gewaschen und daraufhin der Selektionsprozess fur
erfolgreich transduzierte Zellen mit der Zugabe von 0,5 pg/mL Puromycin begon-
nen. Wahrend der Selektion wurde das Medium supplementiert mit Doxycyclin
und Puromycin jeden Tag gewechselt. Nach 5 Tagen wurde die Puromycin-Se-

lektion eingestellt und die Zelllinien fur die weiteren Analysen expandiert.

Bestimmung der Transduktionseffizienz

In einer 12-Well-Platte wurden jeweils 3,3 x 10* Zellen in zehn Vertiefungen (Well
1 -5, Well A — E) ausgesat. Nach dem Absetzten der adharenten Zellen wurde
das Zellmedium abgenommen, die Zellen mit 1 mL PBS grindlich gewaschen
und anschlieRend mit verschiedenen Verdiinnungen des rLV-ZU F8_NTC nach-

folgendem Schema fir 72 h inkubiert:

Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5
Frisches Zellmedium | 1000uL 500uL 750pL 875uL 937,5uL
rLV-Zelluberstand / 500uL 250uL 125uL 62,5uL
Puromycin / / / / /

Well A Well B Well C Well D Well E
Frisches Zellmedium | 1000uL 500uL 750pL 875uL 937,5uL
rLV-Zelluberstand / 500uL 250uL 125uL 62,5uL
Puromycin 0,5 pg/mL | 0,5 pg/mL | 0,5 pg/mL | 0,5 pg/mL | 0,5 pg/mL

Nach der Inkubationszeit wurden lediglich die Wells A — E mit jeweils 0,5 pg/mL
Puromycin fur 24 h selektiert und anschlielRend wurde die Gesamtzahl jeder ein-
zelnen Vertiefung bestimmt. Die Transduktionseffizienz wurde fur jede Verdin-
nungsstufe separat bestimmt, indem von der Gesamtzahl der mit Puromycin se-
lektierten Verdunnungsstufe die Gesamtzahl der mit Puromycin selektierten ne-
gativ Kontrolle (Well A) subtrahiert wurde. Die Differenz wurde durch die Gesamt-

zahl derselben Verdinnungsstufe ohne Puromycin dividiert.
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Beispiel Transduktionseffizienz (TE) fur die 1:1-Verdinnungsstufe:

Gesamtzahl (Well B) — Gesamtzahl (Well A)
Gesamtzahl (Well 2)

TE(1:1) =

MTT-Assay

Das MTT-Assay ist ein Test zur Bestimmung der metabolischen Aktivitat von Zel-
len. Die metabolische Aktivitat korreliert stark mit der Anzahl lebender (vitaler)
Zellen in einer Zellpopulation (Zellviabilitat), daher wird in der Forschung das
MTT-Assay haufig genutzt, um die Zellviabilitéat zu evaluieren. Dabei werden die
Zellen in vitro mit dem Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra-
zoliumbromid (MTT) behandelt, welcher in die Zellen hineindringt. Der Nachweis
der Zellvitalitat beruht auf der Reduktion des gelben, wasserloslichen MTTs
durch die Reduktionsadquivalenten NADH und NADPH in vitalen Zellen in ein
blau-violettes, wasserunltsliches Formazan. Die Menge des umgesetzten Farb-
stoffes kann mittels Absorptionsmessung quantifiziert werden.

Ermittelt man mittels MTT-Assay die metabolische Aktivitat der jeweils urspriing-
lich gleichen Ausgangszellanzahl nach unterschiedlichen Kultivierungszeitpunk-
ten, so kann man abhangig von der metabolischen Aktivitat und der damit korre-
lierenden Anzahl lebender Zellen auf das Wachstumsverhalten dieser Population
schlieBen. Daher wurde zur Beurteilung des Wachstumsverhalten der stabil
transduzierten Zelllinien KO_F8 2 und KO_F8_3 ein MTT-Assay durchgefuhrt.
Die Wildtypzellen HHSEC LT und die zwei F8-Mutations-Zelllinien KO_F8 2 und
KO_F8_ 3 wurden jeweils in 4 verschiedene 96-Well-Platten ausgesat. Zur Erstel-
lung von Replikaten wurden von jeder Zelllinie 800 Zellen / 100 pL Kulturmedium
in jeweils 6 Vertiefungen jeder 96-Well-platte pipettiert. Zudem wurde fir die Be-
stimmung eines Leerwertes in jeder Platte in 6 Vertiefungen reines Kulturmedium
gegeben. Der MTT-Test wurde fir jede Platte separat nach unterschiedlichen
Inkubationszeiten bei 37°C (0, 2, 4 oder 6 Tagen) durchgefihrt. Hierfir wurden
in jeder Vertiefung der 96-Well-Platte jeweils 10 pL der MTT-Salzlésung hinzu-
gegeben. Die Platte wurde bei 37°C im dunklen Zellinkubator fiir genau 4 h inku-
biert und dann wurden 100 pL MTT-Stopplosung in jede Vertiefung zugegeben.
Die Platte wurde tber Nacht bei 37°C in den Inkubator gestellt und am nachsten
Tag mithilfe eines Plattenlesegerétes (Infinite M200PRO — Tecan) fur 30 s ge-

schuttelt und anschlieRend bei einer Wellenlange von 550 nm gemessen.
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Tag O Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 7
Platte 1 | Platte 1 | Platte 2 | Platte 2 | Platte 3 | Platte 3 | Platte 4 | Platte 4
+ MTT | messen |+ MTT | messen |+ MTT | messen | + MTT | messen
(4h) (4h) (4h) (4h)
MTT-Salzlésung 5 mg/mL MTT

in PBS
MTT-Stoppldsung 10% SDS

0,01 M HCI

in H20

3.4 FVIlI-Detektionsmethoden
3.4.1 Western Blot (WB)

Western Blot ist eine Technik zum Nachweis spezifischer Proteine aus einem
komplexen Gemisch von Proteinen, die aus Zellen extrahiert werden. Die Tech-
nik basiert auf vier Elementen: Trennung von Protein nach Grof3e, Proteintransfer
auf eine Membran, Bindung von spezifischen Antikdrpern an das Zielprotein und

Detektion der spezifischen Signale.

Zelllyse zum Extrahieren von Protein

Fur die Herstellung der Zelllysate fur die SDS-Gelelektrophorese wurde die ge-
samten Zellen einer konfluenten 10 cm Schale verwendet. Die adharenten Zellen
wurden mit 10 mL PBS gewaschen. AnschlieRend wurden 100 pL SDS-Lysepuf-
fer hinzugegeben. Die Zellen wurden mit einem Schaber mechanisch abgetragen
und in ein Reaktionsgefal’ Uberfihrt. Der Lysatansatz wurde zweimal fir jeweils
30 s sonifiziert (5 x 45% Leistung), kurz auf Eis gekuhlt und anschlielend bei 4°C
und 15000 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 mL-
Reaktionsgefal} tberfuhrt. Mithilfe des Lowry-Tests wurde die Proteinkonzentra-
tion bestimmt. Die Proben wurden auf die gleichen Konzentrationen verdinnt, mit
reduzierendem Ladepuffer (Roti-Load 1, 4x konz.) versetzt und 5 min auf 95°C

erhitzt. Anschliel3en wurden die Lysatproben bei -20°C gelagert.
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SDS-Zelllyse Puffer 100 mM Tris-HCI pH 8
150 mM NacCl

10 mM EDTA pH 8
10% SDS

ZelliUberstandpraparation zum Nachweis von FVIII

In einer 6-Well-Platte wurden 1 x 10° Zellen pro Well in 1 mL HHSEC-Kulturme-
dium oder 1 mL Optimem mit 1% P/S ausgelegt. Die Zellen wurden fur 24 h bei
37°C inkubiert, sodass sie FVIII produzieren und in das Medium sezernieren kon-
nen. Nach der Inkubationszeit wurde der ZU abgenommen, zweimal fiir jeweils
30 s sonifiziert (5 x 45% Leistung), kurz auf Eis gekuhlt und anschlie3end bei 4°C
und 15000 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 mL-
ReaktionsgefalR Uberfihrt. Nach der Lowry-Proteinkonzentrationsbestimmung
wurde der ZU mit Roti-Load (4x) versetzt und bei 95°C fiir 5 min denaturiert.

Fur die FVIIl-Detektion aus dem ZU wurde versucht, das Protein im unkon-
zentriertem ZU (DMEM mit Zusétzen oder Optimem mit 1% P/S) sowie im 20-
fach konzentriertem ZU zu detektieren. Hierfur wurde das HHSEC-Kulturmedium
in einer Zentrifugalsaule Vivaspin 2 (100.000 MWCO) bei 4°C und 4000 rpm far

10 min aufkonzentriert.

Lowry-Proteinkonzentrationsbestimmung

Unter Verwendung des Lowry-Proteinassays wurde die Proteinkonzentration be-
stimmt. Hierbei wurden 2 uL der Probe mit 200 pL Lowry-Lésung A und 798 uL
Lowry-Losung B in eine Kivette gefillt, mittels Vortexer gemischt und bei einer
Extinktion von 595 nm gemessen. Zur Kalibrierung des Photometers wurde zuvor
ein Leerwert (200 pL Lowry-Lésung A + 800 pL Lowry-Losung B) gemessen.
Der Lowry-Test beruht auf zwei Reaktionen. Im ersten Schritt kommt es zur Kom-
plexbildung zwischen den Peptidbindungen und Cu(ll)-lonen in einer alkalischen
Ldsung, wobei Cu(ll) durch die Peptidbindung zu Cu(l) reduziert wird. Dieses
Cu(l) wiederum reduziert im zweiten Schrittdas das gelbe Folin-Ciocalteu-Rea-
genz zu einem instabilen blauen Komplex (Molybdanblau), der als Mal3 der Pro-

teinkonzentration dient.
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SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Transfer

Die Proteine wurden durch SDS-Page, bei dem die Proteine im elektrischen Feld
entsprechend ihrer Grof3e unterschiedlich weit auf einem Polyacrylamid-Gel wan-
dern, getrennt. Je nach Experiment wurden unterschiedliche Proteinmengen (20
— 150 pg) in die Polyacrylamidgeltaschen geladen. Zur Identifizierung der Pro-
teingrolRen wurde ein Proteinstandard-Marker stets mitgefiihrt. Die elektrophore-
tische Auftrennung von Proteinen im Molekulargewichtsbereich von 30 — 120 kDa
erfolgte in selbst hergestellten 10% SDS-Gelen. Hierbei wurde ein 10%-iges

Trenngel sowie ein 4%-iges Sammelgel in eine 1,0 mm Gelkassette gegossen.

4% Sammelgel 10% Trenngel

Acrylamide 40% 687 pl 1500 pl
Bis-Tris Puffer 550 ul 1730 pl
ddH20 2720 pl 2800 pl
APS 10% 40,3 ul 40 pl

TEMED 4 ul 11,2 ul

Dagegen wurden zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen im Moleku-
largewichtsbereich von 120 — 300 kDa die kommerziell erhaltlichen NUPAGE 3 —
8% Tris-Acetat-Gele (1,0 mm) verwendet. Als Laufpuffer fir die 10% SDS-Gele
wurde 1XxMOPS-Puffer verwendet, wohingegen 1xTris-Acetat-Puffer fur das Nu-
PAGE 3 — 8% Tris-Acetat-Gel zum Einsatz kam. Die Proteine-Auftrennung er-
folgte zunachst bei einer Spannung von 80 V. Sobald die Proteine das Trenngel
erreichten (~ 20 min), wurde die Spannung auf 150 V erhoht. Die Laufzeit betrug
dannca. 1 h.

Nach der Auftrennung durch SDS-PAGE wurden die Proteine mittels Elektropho-
rese auf eine Nitrocellulosemembran geblottet. Die Membran und 2 Filterpapiere
wurden auf GelgroRe geschnitten. Membran, Filterpapier und Schwamme wur-
den in vorgekihltem (4°C) Transferpuffer eingeweicht. Das Gel wurde aus der
Elektrophorese-Apparatur entfernt. In die Blotkammer wurden auf die Kathode in
folgender Reihenfolge: Schwamm — Filterpapier — Gel — Nitrocellulosemembran
— Filterpapier — mehrere Schwamme platziert. Die Ubertragung der Proteine auf
die Nitrocellulosemembran erfolgte in der Blotkammer (XCELL SureLock™) in 1x
Transferpuffer bei 35 V und 500 mA. Fur den Transfer grof3er Proteine wurde

eine Zeit von 3,5 h eingestellt. Die Transferzeit von kleinen Proteinen betrug 2 h.
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Bis-Tris Puffer 1,25 M Bis-Tris
pH 6,5 mit HCI einstellen
in H20

Mops Puffer 50 mM MOPS
50 mM Tris
0,1% SDS

1 mMEDTA
pH 7,7
Transferpuffer (WB) 25 mM Bicine
25 mM Bis-Tris
1 mMEDTA
pH 7,2

Immunfarbung von geblotteten Proteinen und Detektion

Um einen ersten Eindruck von der Transferqualitdt und der Gleichheit der Pro-
teinbeladung zu erhalten, wurde eine unspezifische Proteinfarbung mit Ponceau-
Rot durchgefuhrt. Der mitgefuhrte Proteinmarker wurde in diesem Schritt mit ei-
nem Kugelschreiber markiert. Die Entfarbung der Membran erfolgte durch einen
Waschschritt mit 1x TBS-T. Die Membran wurde in 5% Magermilchpulver in TBS-
T bei RT fur 30 min inkubiert, sodass die freien Bindungsstellen auf der Membran
mit Proteinen, die nicht von Antikdrpern erkannt werden kénnen, blockiert wur-
den. AnschlieBend wurde die Membran mit einem zielproteinspezifischen pri-
maren Antikorper bei 4°C Uber Nacht (~ 16 h) inkubiert. Der Primé&rantikorper
binden an das gesuchte Protein. Nach dem Entfernen unspezifisch bindender
Antikdrper durch mehrere Waschschritte mit TBS-T wird die Membran mit einem
Sekundéarantikorper fur 2 h bei RT behandelt. Der Sekundarantikérper bindet an
den Primarantikdrper und ist an eine Peroxidase gekoppelt, welches eine Farbre-
aktion katalysiert. Nach erneutem Waschen mit TBS-T wurde das ECL-Substrat
(SuperSignal® Losungen von Thermo Scientific) fur Meerrettich-Peroxidase ge-
malf} Herstellerangaben auf die Membran pipettiert. Das in der ECL-LAsung ent-
haltene Luminol wird von der an dem Sekundarantikdrper gekoppelten Peroxi-
dase oxidiert. Die dabei resultierende Lumineszenz wurde mithilfe des Geldoku-

mentationssystems Odyssey FC detektiert.
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Blockierpuffer (WB) 5% Magermilchpulver in 1X TBS-T
TBS-T 100 mM Tris-HCI pH 7.4

150 mM NacCl

0.05% Tween-20

3.4.2 ELISA

Fur die FVIII-Detektion im HHSEC-ZU mittels ELISA (enzyme-linked immunosor-
bent assay) wurde das FVII-ELISA-Antikorper-Set von Affinity Biologicals™
kommerziell erworben und nach Herstellerangaben durchgefihrt. Hierbei wurden
zunachst der polyklonalen affinitatsgereinigten Antikdrpers gegen FVIII (Capture-
Antikdrper) in einem Verhaltnis von 1:100 in Karbonatpuffer verdiinnt. 100 pL
hiervon wurden in jede Vertiefung einer Mikrotiterplatte aufgetragen und ftr 2 h
bei 22°C inkubiert. Die Platte wurde gewaschen und 100 pL fliissige Probe oder
Plasma, die FVIII enthielten, wurden aufgetragen. Es wurden stets Duplikate je-
der einzelnen Probe pipettiert und gemessen. Der Capture-Antikorper bindet das
FVIlI-Protein in der Probe ein. Nach einer Inkubationszeit von 2 h bei 22°C wurde
die Platte gewaschen, um ungebundenes Material zu entfernen. Ein Peroxidase-
konjugierter zweiter Antikorper (100 pl) gegen FVIII wurde in jede Vertiefung ge-
geben und der Ansatz fur 1 h bei 22°C inkubiert. In dieser Zeit sollte der zweite
Antikdrper den bereits gebundenen FVIII ebenfalls binden. Durch die folgenden
Waschschritte wurden die ungebundenen konjugierten Antikorper entfernt. Die
Zugabe von 100 pL einer OPD-Substratlésung bei RT ermoglichte die Katalyse
einer Farbreaktion durch die Peroxidase. Nach 15 min wurde die Farbentwick-
lung durch Zugabe von 50 pyL 2,5 M Schwefelsaure beendet und die erzeugte
Farbe bei einer Wellenlange von 490 nm am Plattenlesegerates (Infinite M200
PRO — Tecan) quantifiziert. Die erzeugte Farbe ist proportional zur Konzentration

von FVIII in der Probe.

Karbonatpuffer (50mM) Kapselinhalt von Carbonat-Bicarbona-
Puffer

in 100 mL H20

pH 9,6

OPD-Substrat-Losung 5 mg Tablette OPD

12 mL Substrat-Puffer
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12 pL 30%-iges Wasserstoffperoxid
Substratpuffer 1 Tablette Phosphat-Citrat-Puffer

in 100 mL H20

pH 5,0
Wasch-Puffer 0,1% Tween-20 in PBS (v/v)

Erstellung einer Standardkurve mit rekombinantem FVIIII-Konzentrat
Kovaltry® von Bayer Vital GmbH ist ein rekombinant hergestelltes FVIII-Praparat
zur Behandlung und Vorbeugung von Blutungen bei der HA. Es enthélt den Wirk-
stoff Octocog alfa, der mit dem humanen FVIII nahezu identisch ist. Dieses Arz-
neimittel ist als Pulver zur Herstellung einer Injektionslosung erhaltlich.
In der vorliegenden Arbeit wurde eine Verdunnungsreihe mit unterschiedlichen
Konzentrationen (IE/mL) von Kovaltry® angesetzt, welche mittels ELISA analy-
siert wurden. Ziel war die Erstellung einer Standardkurve, um die gemessene
Absorption einer FVIlI-enthaltenen Probe einer bestimmten FVIII-Konzentration
zuordnen zu kénnen. Auf diese Weise kann die Menge des von HHSEC produ-
zierten FVIlIs ermittelt werden. Hierfur wurde das Kovaltry®-Pulver in seinem Lo-
sungsmittel zu einer finalen Konzentration von 400 IE/mL gel6st. 4,5 yL (= 1,8
IE) dieser Losung wurden in 1245,5 pL Optimem mit 1% P/S zu einer finalen
Konzentration von 1,44 IE/mL resuspendiert. 250 pL (= 0,36 IE) hiervon wurden
in einem Verhaltnis von 1:1 mit dem griinen ELISA-Verdinnungsmittel gemischt
und seriell herunterverdinnt:

- Probe 1: 0,18 IE / 250 pL

- Probe 2: 0,09 IE/ 250 L

- Probe 3: 0,045 IE / 250 pL

- Probe 4: 0,0225 IE / 250 pL

- Probe 5: 0,01125 IE / 250 pL

- Probe 6: 0,005625 IE / 250 pL

- Probe 7: 0,0028125 IE / 250 uL

- Probe 8: 0 IE/ 250 puL (Leerwert)
Fir den Leerwert wurde Optimem mit 1% P/S ohne Kovaltry® mit der gleichen
Menge des grinen ELISA-Verdinnungsmittel vermengt. Von jeder Probe wurden
100 pL nach dem ELISA-Protokoll gemessen.
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HHSEC-ZelliUberstand-Praparation

In einer 6-Well-Platte wurden pro Well 1*10° Zellen in Kulturmedium mit 1 pg/mL

Doxycyclin ausgelegt. Am nachsten Tag wurde das Medium durch jeweils 1 mL
Optimem mit 1% P/S pro Well ersetzt. Die Zellen wurden hierin fur 24 h bei 37°C

inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde der ZU vorsichtig abgenommen und

unterschiedlich behandelt. Es wurde stets auf Eis gearbeitet.

Probe 0: 200 puL Optimem mit 1% P/S, ohne jeglichen Zellkontakt, wurden
mit 200 pL des grinen ELISA-Verdunnungsmittel verdinnt und zur Bestim-
mung eines Leerwertes gemessen.

Probe 1: 200 pL des HHSEC_LT-ZU wurden mit 200 pL des griinen ELISA-
Verdinnungsmittel gemischt und gemessen.

Probe 2: 200 uL des HHSEC_LT-ZU wurden kurz zentrifugiert (15.000 rpm,
RT, 2 min) und anschlielend mit 200 pL des grinen ELISA-Verdinnungs-
mittel gemischt und gemessen.

Probe 3: 2 mL des HHSEC_LT-ZU wurde in einer Zentrifugalsaule Vivaspin
2 (10.000 MWCO) bei 4°C und 4000 rpm fir 10 min aufkonzentriert. Das
Konzentrat (~500 pL) wurde mit dem gleichen Volumen an griinem ELISA-
Verdinnungsmittel gemischt und gemessen

Probe 4: 2 mL des HHSEC_LT-ZU wurde in einer Zentrifugalsaule Vivaspin
2 (100.000 MWCO) bei 4°C und 4000 rpm fur 10 min aufkonzentriert. Das
Konzentrat (~200 pL) wurde mit dem gleichen Volumen an griinem ELISA-
Verdinnungsmittel gemischt und gemessen.

Probe 5: 3 mL des HHSEC_LT-ZU wurden mit einer Kaniile in ein Blutab-
nahmerohrchen (Citratréhrchen), welches Trinatriumcitratlosung enthalt,
aufgezogen, um eine Koagulation zu verhindern. Dem ZU im Citratréhrchen
wurde im Verhaltnis von 1:10 FVIlI-Mangelplasma beigemischt. Somit wur-
den Blutahnliche Konditionen hergestellt. 200 pL dieser Mischung wurden
mit 200 pL grinem ELISA-Verdinnungsmittel gemischt und gemessen.
Probe 6: 10° HHSEC_LT wurden mittels Dounce-Verfahren homogenisiert.
Dabei wurden die Zellen durch gleichmallige Bewegungen eines Kolbens
(ca. 100 Umdrehungen), der eng von einem stationaren Gefald ummantelt
ist, durch die Scherkrafte zerstort, wobei deren Inhalt (Organelle, Proteine,
DNA, mRNA oder andere Molekiile) freigelegt wurden (Homogenat).
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Blutproben-Praparation

Da das ELISA-Verfahren zur FVIII-Antigenbestimmung in Blutproben in der Klini-
schen Diagnostik Anwendung findet, sollte in dieser Arbeit die Validierung des
kommerziell erhaltenen FVIII-ELISA-Antikorper-Set von Affinity Biologicals™ mit-
hilfe von Blutproben von 5 gesunden Probanden erfolgen. Das Blut wurde den
Probanden in Citratréhrchen abgenommen und bei RT und 15000 rpm fur 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand (Serum) wurde in ein neues Reaktionsgefaf? tiber-
fuhrt. Jede Serum-Probe wurde mit grinem ELISA-Verdinnungsmittel auf 1/8,

1/16 sowie 1/32 verdinnt und anschlieRend gemessen.

3.4.3 Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Die Immunfluoreszenz- (IF-) Mikroskopie bietet die Méglichkeit Proteine im sub-
zellularen Bereich zu detektieren und zu lokalisieren.

Fir die IF-Farbung von Zellen missen diese zunachst auf Deckglasern fixiert
werden. Bei der Fixierung wurde das Verfahren mit Paraformaldehyd (PFA) an-
gewendet. Hierfir wurden in einer 12-Well-Platte mit einem Deckglas in jeder
Vertiefung jeweils 50.000 Zellen in 1 mL Medium auf die Deckglaser ausgesat.
Die Zellen wurden tber Nacht bei 37°C auf den Deckglaschen kultiviert. Nach
einem Waschschritt mit PBS wurden die Zellen mit PFA-Fixierungspuffer bei RT
fur 10 min inkubiert. Die nun PFA-fixierten Zellen wurden zweimal mit PBS ge-
waschen und anschlieend wurden diese unter Verwendung von 0,1% Digitonin
(50 mg/mL in DMSO) und 1% Rinderserumalbumin (BSA) in PBS fiir 15 min bei
RT permeabilisiert. Unspezifische Bindungsstellen der spater verwendeten Anti-
korper wurden bei diesem Schritt zusatzlich blockiert. Danach wurden die Zellen
mit dem primaren Antikdrper verdinnt in PBS mit 1% BSA und 0,1% Digitonin far
1 h bei RT inkubiert. Primarantikérper gegen FVIII, VWF, Vinculin und 3-Tubulin
wurden verwendet. Nach dem Waschen wurden die Zellen mit dem Cy3 und /
oder Alexa Fluor 488-konjugierten sekundaren Antikérper sowie DAPI (1:25) zur
Farbung des Zellkerns fur eine weitere h bei RT inkubiert. Zur Anfarbung des F-
Aktin-Zytoskeletts wurden Zellen mit Phalloidin-Alexa-Fluor 555-Konjugat inku-
biert. Die Deckglaser wurden einmal mit destilliertem Wasser gewaschen, dann
mit ca. 20 pL Decklésung zur Erhaltung der Fluoreszenz benetzt und auf Objekt-
trager platziert, welche bei Dunkelheit und RT gelagert wurden. Die Proben wur-

den mit einem LSM 800 Mikroskop (Zeiss) analysiert.
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PFA-Fixierungspuffer 80 mM PIPES pH 6,8
2 mM MgClz

4% PFA

5mM EGTA pH 8

In ddH20

3.4.4 aPTT-basierter FVIII-Aktivitatstest

Vorbereitungen fur die FVIII-Aktivitatsmessung

In einer 6-Well-Platte wurden 1*108 Zellen in Kulturmedium mit 1 pug/mL Doxycylin
ausgelegt. Am nachsten Tag wurde das Medium abgenommen, die Zellen griind-
lich mit PBS gewaschen und in jedes Well ein 1 mL Optimem mit 1% P/S hinzu-
geben, in welchem die Zellen fir 24 h bei 37°C inkubiert, sodass sie genug FVIII
produzieren und in das Medium sezernieren kdnnen. Nach der Inkubationszeit
wurde der ZU vorsichtig abgenommen, auf Eis gestellt und im Gerinnungslabor
der Universitatsklinik Frankfurt im vollautomatisiertem ACL TOP 700 von Instu-
mentation Laboratory gemessen. Die fir dieses Gerat speziellen Materialien wie
FVIlI-Kalibrationsplasma, FVIII-Mangelplasma, Reinigungs- und Spullésungen
wurden freundlicherweise vom Gerinnungslabor bereitgestellt und sind daher in

dieser Arbeit nicht aufgefuhrt. Eine kurze Beschreibung der Messmethode folgt.

Messmethode

Fiar die FVII:C-Bestimmung wurde eine aPTT-basierte koagulometrische Me-
thode gewahlt. Hierbei wurde die Probe mit einem FVIII-Mangelplasma in einem
Verhéltnis von 1:10 gemischt. Das Mangelplasma enthielt alle Blutgerinnnungs-
faktoren bis auf den zu untersuchenden FVIII in ausreichenden Konzentrationen,
sodass FVIII in der anschlieRenden Gerinnungsreaktion zur limitierenden Grol3e
wurde. Die Zugabe eines aPTT-Reagenzes, welches Ca?*, Phospholipide und
negativ geladene Oberflachenaktivatoren enthielt, aktivierte das Kontaktfaktoren-
system zu einem spezifischen Zeitpunkt. Die Gerinnungszeit wurde ab diesem
Zeitpunkt in Sekunden bestimmt. Eine Standardkurve wurde mit einem seriell
verdinnten Standardnormalplasma ermittelt, dessen FVIII:C bekannt waren. Die
ermittelten Gerinnungszeiten der Proben wurden anhand der Standardkurve in

prozentuale Aktivitatswerte umgerechnet und uns Ubermittelt.
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Verdinnungsreihe zur Bestimmung der FVIII-Aktivitat von HHSEC LT

Der im Gerinnungslabor der Universitatsklinik Frankfurt festgelegte biologische
FVIlI-Referenzbereich fur Normalplasma betragt 68 — 133 % Aktivitat. Damit die
FVIII-haltigen ZU von Wildtyp HHSEC_LT Zellen eine in diesem Bereich liegende
Aktivitat aufweisen, wurde zunachst eine Verdiunnungsreihe angefertigt, um die
geeignete Inkubation einer bestimmten Zellzahl mit einem definierten Volumen
an Kulturmedium zu ermitteln. Hierfiir wurden 1*10° Zellen mit 1,5 mL Optimem
und 1% P/S fir 24 h inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde der ZU vorsichtig
abgenommen und kurz zentrifugiert (1 min 1200 rpm, RT). Der Uberstand wurde
in ein neues Gefalk transferiert. In einem Reaktionsgefald wurden 500uL des un-
verdinnten ZU gegeben (Probe 1 = 100 % ZU). In einem zweiten Reaktionsge-
gefalR wurden 500uL des ZU gegeben und in einem Verhéltnis von 1:1 mit fri-
schem Optimem, welches keinen Zellkontakt hatte, verdinnt (Probe 2 = 50%
ZU). Aus Probe 2 wurden 500uL entnommen und wieder 1:1 mit frischem Opti-
mem verdiinnt (Probe 3 = 25% ZU). Diese seriellen 1:1-Verdiinnunge wurde bis
zu einer 3,125%-igen Verdinnung des ZU (Probe 6) fortgefiihrt. Die FVIII:C der
Proben 1 — 6 wurden zusammen mit einer Leerwert bestehen aus reinem Opti-

mem ohne Zellkontakt (Probe 7) im Gerinnungslabor gemessen.

3.5 Statistische Auswertung

Der statistische Vergleich des Einflusses einer oder zwei unabhangiger Variablen
mit verschiedenen Gruppen erfolgte mithilfe der GraphPad Prism6-Software un-
ter Verwendung der einfachen oder zweifachen Varianzanalyse (ANOVA) mit

Bonferoni-Post-hoc-Test.
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4 Ergebnisse

4.1 Immortalisierung & Charakterisierung der HHSEC-Linie

4.1.1 Immortalisierung mit large T (LT)

Fur die Analyse der HHSEC Uber einen langeren Zeitraum im Rahmen dieses
Projektes, ist es notwendig eine Zelllinie mit unbegrenztem Zellwachstum und
unbegrenzter Zellteilung (Immortalisierung) herzustellen. In der vorliegenden Ar-
beit erfolgte die Immortalisierung der kommerziell erhaltenen primaren HHSEC
von ScienCell (Artikelnummer: SC1001) durch Transfektion mit dem immortali-
sierenden, Doxycyclin-induzierbaren, lentiviralen Vektor pRRL-ppT-SV40 (Large
T-Onkogen), welcher uns freundlicherweise von Ozlem Demirel (Universitétskli-
nik Frankfurt, Hamatologie / Onkologie, AG Brandts) bereitgestellt wurde.

Um nachzuweise, dass die Transduktion des Onkogens in die HHSEC-Wildtyp-
zellen erfolgreich war, wurden die transduzierten HHSEC LT separat in Kultur-
medium supplementiert mit 1 pg/mL Doxycyclin fur 4 Tage oder in Kulturmedium
ohne Doxycyclin fur 2, 4 oder 7 Tage gezichtet. AnschlieRend wurden Zelllysate
hergestellt und mittels Western Blot das LT-Antigen detektiert.

A B
4519 15ug 30ug 45ug 60ug
+ - - - Doxycyclin(1pg/mL) . L
. 24 7 Tage + - + - + - + - Doxycyclin(1pg/mL)
130 kDa - E-—-—- Vinculin 130 kDa - |—-------.| Vinculin
o0ioa- [ SV40 Large T 90KDa- [we ww g  wew | SVAOLargeT
(short exposure) .
1 0016 0,119 0,1 26 0,2 Ratio
90 kDa — IE‘ SV40 Large T

(long exposure) Rel. Expression in %

LARLE R (Normalisiert zu Vinculin)

Rel. Expression in %

100 14,8 0,43 0,06 s i
o (Normalisiert zu Vinculin)

Abb. 8: Funktionalitat des large T-Onkogens in der immortalisierten HHSEC-Linie (HHSEC_LT).

Lysate der mit dem Doxycyclin-induzierbaren pRRL-ppT-SV40-Vektor transduzierten HHSECs
(HHSEC_LT)wurden auf ein Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Nach Gelelektrophorese und anschliel3endem
Western Blotting erfolgte die Detektion der Proteine Vinculin und SV40 Large T. (A) Dargestellt sind
HHSEC_LT kultiviert mit Doxycyclin (1 pg/mL) und ohne Doxycyclin fur 2, 4 und 7 Tage. Hier l&asst sich in
Abwesenheit von Doxycyclin eine deutliche Abnahme des SV40 Large T-Signals erkennen. (B) Dargestellt
sind unterschiedliche Proteinkonzentrationen von HHSEC_LT kultiviert mit Doxycyclin (1 pg/mL) und ohne
Doxycyclin fur 3 Tage. Zu erkennen ist, dass trotz erhéhter Proteinkonzentration nach 3 Tagen Kultivierung
ohne Doxycyclin kein Large T exprimiert wird. Dagegen ist in Anwesenheit von Doxycyclin mit zunehmender

Proteinkonzentration auch eine Zunahme des SV40 Large T-Signals zu sehen.
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In Abb. 8 ist zu sehen, dass die transduzierten HHSEC LT in Anwesenheit von
1 pg/mL Doxycyclin das LT-Protein exprimieren. Weiterhin ist eine deutliche Ab-
nahme von LT beim Weglassen von Doxycyclin fur 2, 4 und 7 Tage erkennbar.
Die relative LT-Expression (normalisiert zur Vinculin-Expression) zeigt, dass
nach 2 Tagen noch 14.8% und bereits nach 4 Tagen nur noch 0,43% LT gebildet
werden (Abb. 8A). FUr Experimente, welche den urspringlichen Zustand der
HHSEC_LT (Wildtyp) erfordern, empfiehlt es sich daher Doxycyclin fur 3 Tage
lang aus dem Kulturmedium wegzulassen. Abb. 8B zeigt, dass die Kultivierung
von HHSEC LT ohne Doxycyclin fur 3 Tage ausreichend ist, um kein bzw. nur
minimale Konzentrationen von LT zu exprimieren, da trotz steigender Proteinkon-

zentrationen das LT-Signal nur sehr schwach ausgepragt ist.

4.1.2 Charakterisierung der immortalisierten HHSEC_LT
Geschlechtsdetermination und Zellmorphologie der HHSEC

Nach PCR-Amplifikation der genomischen DNA von HHSEC und MOLM-13 mit
den Primern DS-B-9 und DS-B-10 zum Nachweis des SRY-Gens auf dem Y-
Chromosom, zeigten lediglich die MOLM-13 Zellen eine deutliche Bande im er-
warteten Bereich auf, wahrend HHSEC ebenso wie die Negativkontrolle (Wasser
ohne genomische DNA) keine Bande darstellten (siehe Abb. 9A). Dagegen
konnte bei der Verwendung der Primer DS-B-11 und DS-B-12 zum Nachweis des
ARAF-Gens auf dem X-Chromosom, eine Bande sowohl fir HHSEC als auch fur
MOLM-13 dargestellt werden (siehe Abb. 9B). Demnach weisen die vorliegend
verwendeten Zellen der MOLM-13-Zelllinie den mannlichen Karyotyp XY auf,

wahrend die Zellen der HHSEC-Zelllinie den weiblichen Karyotyp XX aufweisen.

A B
MOLM13 HHSEC H,0 MOLM13 HHSEC H,0

Abb. 9: Geschlechtsdetermination der HHSEC.
Die genomische DNA von HHSEC und MOLM-13 Zellen wurde isoliert, mittels PCR ampilifiziert und gelelekt-

rophoretisch aufgetrennt. Hierbei kamen in (A) Oligonukleotide zum Nachweis des SRY-Gens auf dem Y-
Chromosom und in (B) Oligonukleotide zum Nachweis des ARAF-Gens auf dem X-Chromosom zur Anwen-

dung. Als Negativkontrolle diente Wasser ohne genomische DNA (Hz0).
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Abb. 10: Mikroskopische Darstellung von HHSEC.
(A) 10-fache VergrolRerung. (B) 40-fache VergréRerung. (C) 100-fache VergréRerung

In Abb. 10 sind die Form und das Erscheinungsbild der HHSEC LT zu sehen. Es
handelt sich um langausgestreckte, flache Zellen, welche tber Auslaufer sich ge-
genseitig bertihren und ein dichtes Netzwerk ausbilden.

Wachstumsverhalten

Das Wachstumsverhalten der immortalisierten HHSEC_LT wurde in An- und Ab-
wesenheit von 1 pg/mL Doxycyclin Uber mehrere Tage mittels eines Kumulatives
Wachstumsassays beobachtet und graphisch aufgetragen (siehe Abb. 11). Die
immortalisierte HHSEC_LT-Zelllinie zeigt in Anwesenheit von 1 pg/mL Doxy-cyc-
lin (blaue Kurve) ein unbegrenztes exponentielles Wachstumsverhalten. Die Zeit-
spanne, in der sich die Zellzahl der HHSEC_LT in Anwesenheit von Doxycyclin
verdoppelt, betragt 1,944 Tage. Die Betrachtung der HHSEC LT ohne Doxy-cyc-
lin (Abb. 11B) zeigt, dass die Zellen hier zunachst bis ca. 3,5 Tage zwar langsam
wachsen, aber innerhalb dieser 3,5 Tage ihre Verdopplung nicht erreichen. An-
schlieend fallt die Wachstumskurve rapide ab. (Abb. 11B). Zudem konnte ab
Tag 3 ohne Doxycyclin mittels Mikroskopie optisch eine deutliche Verschlechte-
rung der Zellmorphologie und Abnahme der Zelldichte bei der Kultivierung beo-
bachtet werden.

Das kumulative Wachstumsassay bestatigt sowohl den Erfolg der Transduktion
der primaren HHSEC-Wildtypzellen mit dem Doxycyclin-induzierbaren lentivira-
len Vektor pRRL-ppT-SV40 als auch ihre Umwandlung in eine immortalisierte
Zelllinie. Weiterhin bestétigt es, dass die Kultivierung ohne Doxycyclin zur Imitie-
rung des ursprunglichen mortalen Zellverhaltens 3 Tage nicht Uberschreiten
sollte, andernfalls sind die Storfaktoren durch absterbende Zellen zu grof3.
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Abb. 11: Kumulatives Wachstumsassay der immortalisierten HHSEC_LT.

Die priméren HHSEC-Wiildtypzellen wurden mit dem Doxycyclin-induzierbaren lentiviralen Vektor pRRL-ppT-
SVA40 transduziert und in eine Doxycyclin-abhéngige immortale Zelllinie umgewandelt (HHSEC _LT). (A)
HHSEC_LT wurden jeweils mit 1 ug/mL Doxycyclin (blaue Kurve) und ohne Doxycyclin (griine Kurve) kulti-
viert und die Zellanzahl alle drei Tage bestimmt. Zu erkennen ist, dass HHSEC_LT mit Doxycyclin unbegrenzt
wachsen, wahrend sie ohne Doxycyclin nicht wachsen. (B) Detaillierte Darstellung der Wachstumskurve von
HHSEC_LT ohne Doxycyclin, zur genaueren Beurteilung des Wachstumsverhalten im urspriinglichen, mor-

talen Zustandes.

FVIII-Produktion und -Funktionalitat in HHSEC

Zur Ermittlung, ob HHSEC in vitro tatsachlich FVIII produzieren und zur gleich-
zeitigen Uberprifung der Funktionalitat des von HHSEC gebildeten FVIII wurde
ein aPTT-basierter FVIII-Aktivitatstest in Zusammenarbeit mit dem Gerinnungs-
labor der Universitatsklinik Frankfurt durchgefuhrt (siehe 3.4.4). Als Negativkon-
trolle (Leerwert) diente reines Kultiviermedium (OPTIMEM + 1% P/S) ohne jegli-

chen Zellkontakt. Die gemessene Verdiinnungsreihe des ZU von HHSEC LT
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(siehe

FVII-Aktivitat (FVII:C)
80%

70%
60%
50%
40%
30%
20%
10% l
0% .

Leerwert 100% zU 50% zU 25% zU 12,5% z0  6,25% z0  3,125% zU

Abb. 12) zeigt eine lineare Abnahme der FVIII:C. Daraus ist zu schlie3en, dass
der von HHSEC LT gebildete FVIII funktionsféahig ist und eine Koagulation be-

wirken kann.

FVIII-Aktivitat (FVIII:C)
80%

70%
60%
50%
40%
30%
20%
10% l
0% -

Leerwert 100% zU 50% ZU 25% zU 125% z0  6,25% z0 3,125% zU

Abb. 12: aPTT-basierte FVIII-Aktivitdtsmessung der HHSEC LT.

1*106 HHSEC LT wurden in 1,5 mL Optimem + 1% P/S fiir 24 h inkubiert. AnschlieRend wurde der FVIII-
haltige Zelluberstand (ZU) abgenommen und daraus eine Verdinnungsreihe erstellt, deren FVIII-Aktivitat
(FVIII:C) zusammen mit einem Leerwert (Optimem + 1% P/S ohne Zellkontakt) gemessen. Zu sehen ist,
dass mit zunehmender Verdiinnung des ZU von HHSEC_LT die FVIII:C linear abnimmt. Die FVIII:C der

Proben 6,25% ZU und 3,125% ZU waren nicht messbar. Der Leerwert weist eine FVIII:C von 0% auf.
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4.2 FVIlI-Messung in HHSEC

4.2.1 Western Blot zur FVIII-Detektion

Zur Messung des grofR3en Proteins FVIII (~ 300 kDa) in HHSEC kam zunachst
das Western Blot-Verfahren, eines der meistverwendeten proteinanalytischen
Methoden in der Forschung, zum Einsatz. Zur Detektion eines Proteins dieser
Grole, verwendeten wir die kommerziell erhaltlichen NUPAGE 3 — 8% Tris-Ace-
tat-Gele (1,0 mm), als Laufpuffer das 1xTris-Acetat-Puffer sowie eine erhdhte
Transferzeit von 3,5 h. Entsprechend des Datenblattes des polyklonalen FVIII-
Antikorpers von Sigma, war eine einzelne FVIII-Bande im Bereich von etwa 300
kDa zu erwarten (siehe https://www.sigmaaldrich.com/catalog/pro-
duct/sigma/sab4500827?lang=de&region=DE, 01.06.2021). Die Nitrozellulose-

membran wurde daher im Bereich unter 250 kDa geschnitten und mit den ent-

sprechenden Antikdrpern behandelt (siehe Abb. 13).

In (B) der Abb. 13 sind zwei Banden im Bereich zwischen 200 — 300 kDa zu
sehen. Welche dieser Banden die FVIlI-Bande reprasentiert, ist zu diesem Zeit-
punkt nicht beurteilbar.

In einem zweiten Versuch (C) wurden aufsteigende Proteinkonzentrationen der
HHSEC_LT-Lysate aufgetragen. Dabei konnte eine zu erwartende Zunahme der
FVIlI-Bande bzw. der Ratio nicht beobachtet werden. Dieser Versuch wurde
mehrmals wiederholt (n=3), wobei sich diese Erwartung weiterhin nicht darstellen
liel3. Zusatzlich fiel bei den Wiederholungen von (C) auf, dass die Anzahl der
Banden im Bereich von 260 kDA zwischen eins und zwei wechselte.

Das Experiment von (C) wurde mit einem polyklonalen Anti-FVIlI-Antikdrper von
Novusbio wiederholt (D, n=3). Die zu erwartende FVIlI-Banden im Bereich tber
250 kDa waren nur sehr schwach bis kaum zu detektieren (Abb. 13D).

Da FVIII in den Zellen synthetisiert und anschlie3end in den menschlichen Blut-
kreislauf sezerniert wird, ist anzunehmen, dass die FVIII-Sezernierung im Zell-
modell in den ZU erfolgt. Bei der Kultivierung tiber einen langeren Zeitraum ohne
einen Austausch des ZU durch frisches Kultivierungsmedium sollte es entspre-
chend zu einer Akkumulation von FVIII im ZU kommen. In weiteren Experimenten
wurde daher der ZU mit den angenommenen hoheren FVIII-Konzentrationen mit-

tels Western Bot analysiert. Die Detektion von FVIII aus dem ZU mithilfe des
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Western Blot-Verfahrens gelang jedoch trotz mehrerer Wiederholungen (n = 6)
und Modifizierung in der Aufbereitung des ZU leider nicht.

Da wir ein grof3es Protein im Bereich von etwa 300 kDa erwarteten, wurde stets
die Nitrozellulosemembran im Bereich unter 250 kDa geschnitten und weiter mit
Antikdrpern aufgearbeitet. In einem letzten Versuch (E) wurde die Nitrozellulose-
membran nicht geschnitten und im Ganzen mit dem polyklonalen Anti-FVIII-Anti-
korper von Sigma behandelt. Hier waren mehrere Banden sichtbar (Abb. 13E).
Die Spezifitat des verwendeten Anti-FVIlI-Antikorpers sowie die Aufbereitungs-
methode der HHSEC-Zelllysate sollen im Weiteren diskutiert werden.

Insgesamt zeigten sich bei der Realisierung eines FVIII-Western Blots aus Zell-
material der HHSECs keine eindeutigen Ergebnisse, sodass wir weitere Methode
zur FVIlI-Messung in HHSEC testeten.
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Abb. 13: Western Blot zur FVIII-Detektion.

Western Blot mit Antikérper gegen FVIII und Vinculin. (A) Blotmembran nach Proteintransfer und Pon-
ceauféarbung aller Proteine. Ein vorgeféarbter Proteinstandardmarker von Biorad ist mit aufgetragen. (B)
HHSEC_LT mit Doxycyclin (1 pg/mL) und ohne Doxycyclin fir 2, 4, 7 Tage. Verwendet wurde der polyklo-
nale Anti-FVIlI-Antikérper von Sigma. (C) HHSEC_LT mit Doxycyclin (1 pg/mL) und ohne Doxycyclin fir 3
Tage in unterschiedlichen Proteinmengen. Verwendet wurde der polyklonale Anti-FVIlI-Antikorper von
Sigma. n = 3 (D) Wiederholung des Versuches von C unter Verwendung des polyklonalen Anti-FVIII-Anti-
korper von Novusbio. n = 3. (E) HHSEC_LT mit Doxycyclin (1 pg/mL) und ohne Doxycyclin fur 3 Tage. Ver-
wendet wurde der polyklonale Anti-FVIII-Antikdrper von Sigma. Dargestellt sind zusatzlich die Position der
erwarteten Banden fiir prozessiertes FVIII Protein. HC: schwere Kette, LC: leichte Kette, A2: A2-Doméne,
A3: A3-Doméne.



4.2.2 ELISA zur FVIII-Detektion

In der klinischen Diagnostik findet der ELISA zur FVIlI-Konzentrationsbestim-
mung in Blutproben von Patienten bereits erfolgreich Anwendung. Daher sollte
der ELSA auch auf seine Eignung als FVIlI-Detektionsmethode in HHSEC im
Laboralltag Gberprift werden.

Eine Verdiunnungsreihe mit unterschiedlichen Konzentrationen (IE/mL) des re-
kombinanten FVIII-Proteins (Kovaltry®), wurde mittels ELISA gemessen. Von je-
dem gemessen Absorptionswert der Verdunnungsreihe wurde der Leerwert
0,0494 abgezogen und graphisch zu einer Standardkurve aufgetragen (Abb. 14).
Die Standardkurve dient dazu, eine spezifisch gemessene Absorption einer be-
stimmten FVIII-Konzentration zuordnen zu kénnen und so im spateren Verlauf,
die FVIlI-Konzentration im ZU von HHSEC ableiten zu kénnen.

Die Primardaten der mittels ELISA gemessenen verschieden aufbereiteten
HHSEC_LT-Proben sind in Tab. 4 aufgefihrt. Die Messung des Leerwertes
(Probe 0) ergab eine durchschnittliche Absorption von 0,0456, wahrend die Mes-
sung des ZU von HEK293T-Zellen (Probe 7), welche normalerweise kein FVIII
produzieren, eine mittlere Absorption von 0,051 lieferte. Dagegen befanden sich
die Messungen der HHSEC_LT ZU (Proben 1 — 4), von welchen eine FVIII-Pro-
duktion bereits aufgezeigt werden konnte (siehe Abb. 12), trotz unterschiedlicher
Aufbereitung sowie Aufkonzentrierung, ebenso wie das Homogenat der gemor-
serte HHSEC LT (Probe 6) im Absorptionsbereich zwischen dem Leerwert und
den nicht FVIlI-produzierenden HEK293T-Zellen. Lediglich die Zugabe von FVIII-
Mangelplasma zum HHSEC ZU (Probe 5) lieferte einen minimal héheren Absorp-

tionswert von 0,0528 im Vergleich zu Probe 7.

= N
Noan

Wellenlange von 490
o MM,
o o1 B O,

Absorption bei einer

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
Konzentration IE/mL
Abb. 14: Kovaltry-Standardkurve.

Kovaltry ist ein rekombinant hergestelites FVIII-Praparat von Bayer zur therapeutischen FVIII-Substitution bei
Hamophilie A Patienten. Die Absorptionen einer Verdiinnungsreihe des geltsten Kovaltry-Préparates mit

bekannten Konzentrationen wurden mittels ELISA gemessen und graphisch dargestellt.
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Tab. 4: ELISA zur FVIII-Detektion in HHSEC (Priméardaten).
Unterschiedlich aufbereitete Zelliiberstande (ZU) von HHSEC LT und HEK293T sowie gemorserte
HHSEC_LT und ein Leerwert wurden mittels ELISA gemessen. Es wurden stets Duplikate gemessen und

daraus ein Mittelwert gebildet

Probe Absorption (A)

1. Messung 2. Messung Mittelwert
0: Leerwert (OPTIMEM) 0,0457 0,0455 0,0456
1: HHSEC_LT-ZU (unkonzentriert) 0,0462 0,0466 0,0464
2: HHSEC_LT-ZU (unkonzentriert, zentri- | 0,0450 0,0438 0,0444
fugiert)
3: HHSEC_LT-ZU (aufkonzentriert mit | 0,0460 0,0472 0,0466
10.000 MWCO)
4: HHSEC_LT-ZU (aufkonzentriert mit | 0,0476 0,0469 0,04725
100.000 MWCO)
5. HHSEC_LT-ZU + FVIII-Mangelplasma | 0,0513 0,0543 0,0528
(1:10)
6: HHSEC_LT (Homogenat) 0,0460 0,0477 0,04685
7: HEK293T-ZU 0,0512 0,0508 0,051

Um das kommerziell erhaltene ELISA-Kit zu validieren und sicherzustellen, dass
die Antikorper funktionsfahig sind, wurde entsprechend Herstellerangaben der
ELISA mit finf verschiedenen Blutproben von gesunden Probanden durchgefihrt
(siehe Tab. 5). Hier war eine FVIII-Detektion zuverlassig moglich. Damit zeigte
sich, dass das FVII-ELISA-Kit zwar FVIII in Blutproben detektieren kann, nicht
jedoch in HHSEC.

Tab. 5: ELISA zur FVIII-Detektion in Blutproben (Primardaten).
Zur FVIII-Detektion wurde das Blutserum von 5 verschiedenen, gesunden Probanden in unterschiedlichen

Verdunnungen mittels ELISA gemessen. J.: Jahre

Probanden Absorption (A)

1/8 Verdiinnung 1/16 Verdinnung 1/32 Verdiinnung
weiblich, 23 J. 0,7216 0,4474 0,2649
weiblich, 27J. 0,42995 0,23405 0,1467
mannlich, 26 J. 0,5051 0,31135 0,1697
weiblich, 22 J. 0,56155 0,3168 0,17955
mannlich, 49 J. 0,7297 0,47 0,26175
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4.2.3 Immunfluoreszenz-Mikroskopie zur FVIII-Detektion

Mittels des gegen den gesuchten FVIII gerichteten polyklonalen Antikérpers von
Sigma und einem zweiten, mit einem fluoreszierenden Farbstoff markierten Anti-
korper (Alexa Fluor 488), welcher den ersten erkennt, konnte in fluoreszenzmik-
roskopischen Aufnahmen der intrazellulare FVIII sichtbar gemacht werden und
seine Lokalisation in HHSEC dargestellt werden (siehe Abbildung 15). Zum Ein-
satz kam dabei das Konfokalmikroskop von Zeiss (LSM 800).

In Abbildung 15 ist weiterhin zu erkennen, dass FVIII, korrelierend zur Lage des
endoplasmatischen Retikulums, am dichtesten um den Zellkern herum vorliegt
und seine Dichte in der Peripherie und den Auslaufern der HHSEC abnimmt. So-
mit konnte mit der IF-Mikroskopie die Anwesenheit und Lokalisation von FVIII in
HHSEC verifiziert werden.

Abb. 15: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von HHSEC.

Die endogenen FVIII-Proteine in HHSEC sind griin (mit Alexa Fluor 488-markiertem polyklonalem Anti-FVIII-
Antikdrper von Sigma), F-Aktinfilamente sind rot (mit Phalloidin-Alexa-Fluor 555) und die DNA in den Zellker-
nen (mit DAPI) ist blau angefarbt. Als Maf3stab dient der weil3e Balken, der 20 um entspricht. Merge: Vereini-
gung von FVIII und F-Aktin.

4.3 Generierung und Analysierung stabil transduzierter HHSEC-
F8-Mutations-Zelllinien

4.3.1 Transduktionseffizienz

In das universelle SaCas9-Expressions-Plasmid mit einem Puromycinresistenz-
gen wurden jeweils flnf verschiedene sgRNA kloniert und mittels rLV-Gentrans-
fer jeweils in die immortalisierten HHSEC LT, im Folgenden nur noch als HHSEC
bezeichnet eingebracht, zur Herstellung von fiinf einzelnen HHSEC-F8-Mutati-
ons-Zelllinien mit patienten&hnlichen F8-Mutationen.
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Abb. 16: Western Blot zur SaCas9-Detektion in HHSEC-F8-Mutations-Linien.

Finf verschiede SaCas9-CRISPR-Expressionsplasmide mit jeweils gegen unterschiedliche spezifische F8-
Sequenzen dirigierende sgRNAs und einem Puromycinresistenzgen wurden in HHSEC eingebracht. Alle
flinf HHSEC-F8-Mutations-Zellinien exprimieren nun die SaCas9. Dagegen exprimieren die nicht transdu-
Zierten Wildtypzellen (HHSEC_WT) als Negativkontrolle die SaCas9 nicht.

Verwendeter primare Antikorper: Anti-Cas9 von Thermo Fischer.

Die ermittelte Transduktionseffizienz fur die Integration der in dieser Arbeit her-
gestellten verschieden SaCas9/sgRNA-CRISPR-Vektoren in HHSEC betrug ca.
40% (siehe Anhang).

In Abb. 16 ist zu sehen, dass alle mit den SaCas9/sgRNA-CRISPR-Vektoren
stabil transduzierten und daraufhin fur funf Tage mit Puromycin selektierten
HHSEC nun erfolgreich die SaCas9 exprimieren. Als Negativkontrolle zum Ver-
gleich dienen HHSEC-Wildtypzellen (Abb. 16).

4.3.2 Analyse der eingebrachten F8-Genumutationen

Zur Ermittlung der realisierten Veranderungen in der Nukleotidabfolge nach
Transduktion der HHSEC mit den jeweils spezifischen sgRNA/SaCas9-CRISPR-
Vektoren wurde jede einzelne HHSEC-F8-Mutations-Zelllinie sequenziert und mit
dem identischen Sequenzbereich der WT-Zellen verglichen. Dabei wurde jeweils
der gesamte Zellpool nach der Transduktion anaysiert und in Abb. 17 grafisch
dargestellt.

Betrachtet man in dem Zellpool HHSEC KO _F8 1 (A) die Peakhthen vor und
nach dem erwarteten DBS, so stellt man fest, dass die durchschnittliche

Peakhohe an der erwarteten Stelle auf etwa 60% abnimmt. Die Hauptsequenz
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ist immer noch identisch mit der WT-Sequenz. Gleichzeitig treten nach dem er-
wartetem DSB Doppelsignale auf, woraus zu schliel3en ist, dass in ca. 40% ge-
netische Veranderungen stattgefunden haben.

Im Zellpool HHSEC_KO_F8 2-Zelllinie (B) ist die durchschnittliche Peakhdhe
nach dem erwarteten DSB auf etwa die Halfte gesunken und auch hier treten
nach dem erwartetem DSB vermehrt Doppelsignale auf. Vergleicht man aller-
dings die Hauptsequenz dieses Zellpools mit der WT-Sequenz, so stellt man fest,
dass sieben Basenpaare aus der WT-Sequenz (gelb makiert) in der HHSEC _
KO_F8 2-Zelllinie fehlen. Diese stattgefundene 7bp-Deletion verursacht eine
Leserasterverschiebung (Frameshift).

Ebenso zeigt die Sequenzierung des Zellpools HHSEC_KO_F8_ 3 (C) unmittel-
bar nach dem erzeugten DSB einen deutlichen Einschnitt in der Nukleotidabfolge
im Vergleich zur WT-Sequnez. Es werden viele verschiedene Signale detektiert
und eine einheitliche Hauptsequenz lasst sich nicht mehr eruieren. Hier liegen
somit Zellen mit vielen verschiedenen Nukleotidabfolgen nebeneinander in einem
Zellpool.

Im Zellpool HHSEC_KO_F8 4 (D) ist zu sehen, dass die durchschnittliche Peak-
hoéhe nach dem erwarteten DSB auf ca. 70% gesunken ist, wobei die Hauptse-
quenz im Vergleich zur WT-Sequenz unverandert ist. Die Doppelsignale nach
dem DSB zeigen, dass in ca. 30% Nukleotidveranderungen stattgefunden haben.
Dagegen zeigt HHSEC_KO_F8 5 (E), verglichen mit der WT-Sequenz, eine un-
veranderte Hauptsequenz und keine Doppelsignale nach dem zu erwarteten
DSB.
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Abb. 17: Sequenzierungen der stabil transduzierten HHSEC-F8-Mutations-Zelllinien.

In jeder Abbildung ist zum Vergleich ein Ausschnitt der Wildtyp (WT)-Sequenz der Kontrollzellen des jeweili-

gen Bereichs dargestellt. Hervorgehoben sind die PAM-Sequenz (rot umrandet) und die gRNA-Sequenz

(griin unterstrichen). Die schwarze Trennlinie stellt den Bereich dar, in dem die Erzeugung eines Doppel-

strangbruch (DSB) durch die SaCas9 zu erwarten ist. (A) Sequenzierung der stabil transduzierten
HHSEC_KO_F8 1-Zelllinie unter Verwendung von Primer NH_13 und NH_14. WT: Vergelichbarer WT-Se-

guenzausschnitt von Exon 1. (B) Sequenzierung der stabil transduzierten HHSEC KO_F8 2 -Zelllinie unter

Verwendung von Primer NH_15 und NH_16. WT: Vergelichbarer WT-Sequenzausschnitt von Exon 2. (C)

Sequenzierung der stabil transduzierten HHSEC_KO_F8_3 -Zelllinie unter Verwendung von Primer NH_17

und NH_18. WT: Vergelichbarer WT-Sequenzausschnitt von Exon 9. (D) Sequenzierung der stabil transdu-
zierten HHSEC_KO_F8 4 -Zelllinie unter Verwendung von Primer NH_19 und NH_20. WT: Vergelichbarer
WT-Sequenzausschnitt von Exon 14. (E) Sequenzierung der stabil transduzierten HHSEC_KO_F8 5 -Zellli-

nie unter Verwendung von Primer NH_21 und NH_22. WT: Vergelichbarer WT-Sequenzausschnitt von Exon

14.
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4.3.3 FVIlII-Messung
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Abb. 18: Immunfluoreszenz-Mikroskopie der stabil transduzierten HHSEC-F8-Mutations-Zelllinien.

Dargestellt sind in grin FVIII (mit Alexa fluor 488-markiertem polyklonalem Anti-FVIIl-Antikérper von Sigma),
in rot F-Aktinfilamente (mit Phalloidin-Alexa-Fluor 555) und in blau die DNA im Zellkern (mit DAPI). Als Mal3-
stab dient der weif3e Balken, welcher 20 um entspricht.

NTC: HHSEC_KO_F8 NTC, KO1: HHSEC _KO_F8 1, KO2: HHSEC_KO_F8 2, KO3: HHSEC_KO_
F8_3, KO4: HHSEC_KO_F8_4, KO5: HHSEC_KO_F8_5, Merge: Vereinigung von FVIII und F-Aktin.
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Die mikroskopischen IF-aufnahmen der stabil transduzierten HHSEC-F8-Mutati-
ons-Zelllinien zeigen, dass der endogene FVIII in allen Zelllinien weiterhin anfarb-
bar ist (siehe Abb. 18).

In Abb. 19 ist der arithmetischer Mittelwert der detektierten FVIII-Fluoreszenzin-
tensitaten (MFlirvi) jeder einzelnen transduzierten Zelllinie dargestellt. Zu
erkennen ist hier, dass die MFlrviy der Zelllinien HHSEC_KO_F8_ 2 (KO2) und
HHSEC_KO_F8 3 (KO3), in welchen auch F8-Genveranderungen nach der
Transduktion aufgezeigt werden konnten (siehe Abb. 17), signifikant geriner ist
als in den anderen Zelllinien (Abb. 19).

Zur Uberprifung der FVIII:C in den stabil transduzierten HHSEC-F8-Mutations-
Zelllinien kam der aPTT-basierte FVIII-Aktivitatstest zum Einsatz (Abb. 20). Als
Positivkontrolle dienten die HHSEC WT mit einer FVIII:C von 102% sowie
HHSEC_KO_F8 NTC mit einer FVIII:C von 98,9%, wéhrend der Leerwert (OP-
TIMEM + 1% P/S) sowie HEK293T-Zellen, welche kein FVIII exprimieren, als Ne-
gativkontrollen dienten und jeweils keine FVIII:C aufzeigten (FVIII:C 0%).

Die aPTT-FVIII-Messung in Abb. 20 zeigt eine deutliche FVIII-Aktivitatsminde-
rung in den Zelllinien HHSEC_KO_F8 2 (FVIII:C 42,7%) und HHSEC_KO_F8 3
(FVII:C 36,7%), ubereinstimmend mit der mittels IF-Mikroskopie dargestellten
signifikant verminderten Anwesenheit von FVIII in diesen beiden Zelllinien. Die
Zelllinie HHSEC _KO_F8 1/3/5, welche mit drei verschiedenen SaCas9-sgRNA-
CRISPR-Vektoren gleichzeitig transduziert wurde, zeigte eine zu HHSEC_KO_
F8_3 vergleichbare FVIII:C von 38,1%. Dagegen konnten in den Zelllinien
HHSEC _KO_F8 1, HHSEC KO_F8 4 sowie HHSEC KO _F8 5 nur moderate

FVIlI-Aktivitatsminderung beobachtet werden.
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Abb. 20: aPTT-basierte FVIII-Aktivitdtsmessung der stabil transduzierten HHSEC-F8-Mutations-Zellli-
nien.

Als Positivkontrolle dienen HHSEC-Wildtypzellen und als Negativkontrolle ein Leerwert (OPTIMEM + 1%
P/S) sowie HEK293T-Zellen, die kein FVIII produzieren.

4.3.4 Wachstumsverhalten und Beeinflussung der VWF-Expression

Bei der Kultivierung und mikroskopischen Beobachtung der Zelllinien HHSEC _
KO_F8 2 und HHSEC_KO_F8_3 ist aufgefallen, dass die Zellen dieser beiden
Linien morphologisch sich von den Zellen der anderen Zelllinien unterschieden.
Sie zeigten im Vergleich zu den sonst langausgestreckten HHSEC eine rundli-
chere Zellform, deutlich mehr tote Zellen in den Kulturschalen und ein subjektiv
wesentlich langsameres Wachstumsverhalten. So hat es mehr Zeit in Anspruch
genommen, die HHSEC KO F8 2 und HHSEC KO _F8 3 zu expandieren und
es verging mehr Zeit, bis eine Passage dieser Zelllinien notwendig wurde, obwohl
alle Zelllinien stets unter gleichen Bedingungen geziichtet wurden. Um diese Be-
obachtungen zu objektivieren, wurde das Wachstumsverhalten der stabil trans-
duzierten Zelllinien HHSEC_KO_F8 2 und HHSEC KO_F8 3 im Vergleich zu
den Wildtypzellen HHSEC LT anhand der metabolischen Aktivitat mithilfe eines
MTT-Assay analysiert. Wie in Abb. 21 dargestellt, konnte ein signifikanter Unter-
schied im Wachstumsverhalten zwischen den WT und den HHSEC_KO_ F8 2
sowie zwischen den WT und den HHSEC_KO_F8_3 gezeigt werden.
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Abb. 21: Wachstumsverhalten der stabil transduzierten HHSEC KO _F8 2- und HHSEC KO _F8 3-
Zelllinien.

Mittels MTT-Assay ermittelte Wachstumskurven der HHSEC LT (WT) sowie der stabil transdu-
zierten Zelllinien HHSEC_KO_F8 2 und HHSEC_KO_F8 3. (Mittelwert aus 6 Messungen *
Standardabweichung **; p<0,01, ***: p<0,001, zweifache Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferoni-
Post-hoc-Test, n = 1).

Genmutationen kdnnen zur Akkumulation von Proteinen mit fehlerhafter Faltung
im endoplasmatischen Retikulum (ER) fihren und zu einer Stressantwort der Zel-
len mit Unterdriickung der Translation fuhren. Insbesondere VWF ist ein sehr
grofRes Protein und kann durch seine unverénderte Expression in den stabil
transduzierten HHSEC zu einer Verstarkung des ER-Stresses und damit zu ei-
nem Wachstumsnachteil filhren. Um diese postulierte Hypothese zu analysieren,
wurden zuséatzlich mikroskopische IF-Aufnahmen der stabil transduzierten Zellli-
nien HHSEC_KO_F8 2 und HHSEC_KO_F8 3 mit dem polyklonalen VWF-An-
tikdrper von Cell Signaling Technology angefertigt (Abb. 22). Die arithmetische
Mittelwerte der VWF-Fluoreszenzintensitaten (MFlvwr aus Triplikaten £ Stan-
dardfehler) in diesen Zelllinien zeigen keine signifikanten Unterschiede auf
(MFIvwr in nTc) = 43557, MFIvwr in ko2] = 40322, MFIvwr in ko3 = 43124).
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Abb. 22: VWF-Expression stabil transduzierter HHSEC-F8-Mutations-Zelllinien.
Immunfluoreszenz-Mikroskopie der stabil transduzierten Zellinien HHSEC _KO_F8 NTC (NTC), HHSEC _
KO_F8 2 (KO2) und HHSEC_KO_ F8_3 (KO3) zur VWF-Darstellung (griin). Dargestellt sind in grin VWF
(mit Cy3-markiertem polyklonalem Anti-VWF-Antikorper von Cell Signaling Technology), in rot F-Aktinfila-
mente (mit Phalloidin-Alexa-Fluor 555) und in blau die DNA im Zellkern (mit DAPI). Als Mal3stab dient der
weil3e Balken, welcher 20 um entspricht.
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5 Diskussion

5.1 Verwendbarkeit von HHSEC als Hamophilie A-Zellmodell

Als Grundlage unseres in vitro Zellmodells der Hamophilie A dienten in dieser
Arbeit die primaren, kommerziell erhaltlichen humanen hepatischen sinusoidalen
Endothelzellen (HHSEC). Wie alle primaren, somatischen Zellen ist die Kultivie-
rungszeit der HHSEC jedoch begrenzt, so dass sie nach einigen Passagen se-
neszent werden. Daher sind sie nicht unmittelbar fir die Herstellung eines HA-
Zellmodells einsetzbar. Um eine gut charakterisierte HA-Zelllinie zu etablieren,
die potenziell endlos in Kultur gehalten werden kann, ist es notwendig die
HHSECs zunachst zu immortalisieren.

Die Immortalisierung von Saugetierzellen mithilfe des onkogenen Large T-Anti-
gens (LT) vom Simian-Virus 40 (SV40) ist eines der am haufigsten angewende-
ten Methoden zur Herstellung unbegrenzt kultivierbarer Zelllinien. LT bindet an
die Tumorsuppressor-Proteine pRB und p53 und bewirkt dadurch die Transfor-
mation von Zellen'?, Aufgrund der vielen Erfahrungen und breiten Anwendungen
dieser Strategie zur Immortalisierung von primaren Zellen93-1% wahlten wir in
der vorliegenden Arbeit die stabile Integration eines Doxycyclin-induzierbaren
LT-Onkogens mittels lentiviralem Gentransfer (siehe 3.3.3), um die primaren
HHSEC zu immortalisieren. Der Erfolg der Immortalisierung der HHSEC konnte
sowohl durch die stabile Doxycyclin-abhéngige Expression von LT mittels Wes-
tern Blot als auch durch die Darstellung des unbegrenzten, exponentiellen
Wachstumsverhalten in Anwesenheit von Doxycyclin mittels eines kumulativen
Wachstumsassays demonstriert werden.

Um die LT-Expression der genetisch manipulierten HHSEC kontrollieren zu kén-
nen und damit jegliche Nachteile einer anhaltenden Uberexpression des Trans-
gens auszuschliel3en, wurde die Transgegenexpression von der Doxycyclin-An-
wesenheit abhangig gemacht. Im kumulativen Wachstumsassay zeigten mit
Doxycyclin kultivierte HHSEC LT eine Verdopplungszeit von etwa zwei Tagen,
wohingegen ohne Doxycyclin kultivierte HHSEC LT eine Verdopplung der Aus-
gangszellzahl nicht erreichen und bereits nach drei Tagen eine Wachstumsinhi-
bition zeigten. Ebenso konnte mikroskopisch ab dem dritten Tag ohne Doxycyclin
eine deutliche Veranderung der Morphologie von HHSEC LT und ein zunehmen-

des Absterben der Zellen in der Kulturschale beobachtet werden. Normalerweise
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werden apoptotische Zellen in vivo von Makrophagen erkannt und eliminiert. In
der Zellkultur hingegen verbleiben die apoptotischen Abbauprodukte und freige-
wordenen Zytokine in der Kulturschale und kdnnen das weitere Wachstum vitaler
Zellen negativ beeinflussen?’. Urspriinglich war geplant, fir Experimente zur
FVIII-Detektion die HHSEC-Linie in ihre urspringliche, mortale Form zurlickzu-
fuhren, um mdogliche Storfaktoren durch die LT-Expression, welche im Normalfall
in HHSEC in vivo nicht gegeben ist, zu verhindern und um madglichst ein wirklich-
keitsgetreues HA-Zellmodell zu kreieren. Hiervon sahen wir allerdings, aufgrund
der in dieser Arbeit beobachteten gravierenden Auswirkungen fir HHSECs in
Abwesenheit von Doxycyclin, ab. Schliel3lich stehen im Mittelpunkt der vorliegen-
den Arbeit priméar die Produktion und Ausschittung von FVIII. Das beobachtete
Wachstumsverhalten und die veranderte Zellmorphologie von HHSEC_LT in Ab-
wesenheit von Doxycyclin, legen nahe, dass gestresste und sterbende Zellen
keine normalen Mengen an FVIII exprimieren. Mittels mikroskopischer IF-Aufnah-
men und aPTT-basierter FVIII-Aktivititsmessung konnte erfolgreich gezeigt wer-
den, dass die immortalisierten HHSEC_LT in Anwesenheit von Doxycyclin funk-
tionales FVIII produzieren. Dementsprechend ist auch keine Inhibition der FVIII-
Produktion durch die LT-Expression anzunehmen. Daher beschlossen wir alle
weiteren Experimente stets in Kulturmedium mit Doxycyclin unter kontinuierlicher
LT-Expression durchzufuhren.

Neben dem unbegrenzten Wachstum der HHSEC-Linie, sind weitere wichtige
Voraussetzungen unseres HA-Zellmodells die nattirliche FVIII-Expression durch
HHSEC als auch die Funktionalitdt des von HHSEC in vitro produzierten FVIIIs.
Diese beiden Voraussetzungen konnten in dieser Arbeit, wie zuvor auch durch
andere Arbeiten z. B. von Shahani et al. (2010)*° postuliert, bestéatigt werden. Die
Aussagekraft der dabei verwendeten mikroskopischen IF-Aufnahmen und aPTT-
basierten FVIII-Aktivititsmessungen als FVIlI-Detektionsmethoden sollen im
nachsten Abschnitt ausfuhrlich diskutiert werden.

Wahrend der Charakterisierung der HHSEC-Linie stellte sich heraus, dass die
kommerziell erhaltene HHSEC-Linie weiblich ist, die zwei X-Chromosomen auf-
weist. Wie bereits unter 1.3 beschrieben, handelt es sich bei der HA um eine
gonosomal-X-rezessiv vererbte Erkrankung, welche i. d. R. hauptsachlich Man-
ner mit einem X-Chromosom (Karyotyp 46, XY) betrifft. Frauen (Karyotyp 46, XX)

kbnnen Trager des fehlerhaften F8-Gens fur die HA sein, ohne selbst an der
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Krankheit, aufgrund ihres zweiten kompensierenden X-Chromosoms, zu leiden3.
In seltenen Fallen ist die HA auch bei Frauen moglich%8, Diese Falle umfassen
Frauen () mit zwei mutierten F8-Genen, welche homozygot'®® oder heterozy-
got!10 sein kénnen, (1) mit einem mutiertem F8-Gen auf dem ersten X-Chromo-
som und einer weitreichenden Inaktivierung, einschlielich des F8-Gens, auf
dem zweiten X-Chromosom?'!!, sowie (lll) mit numerischen oder strukturellen
Anomalien des X-Chromosoms wie z. B. im Falle des Turner-Syndroms (Karyo-
typ 45, X)2. Zwar wird die Herstellung eines HA-Zellmodells mit einer weiblichen
HHSEC-Zelllinie erschwert, sollte jedoch, wie die beschriebenen Falle demonst-
rieren, nicht unmdglich sein.

Basierend auf der Lyon-Hypothese wird eines der beiden X-Chromosomen bei
Frauen wahrend der Embryonalentwicklung in jeder Zelle weitgehend inaktiviert.
Die Auswahl des zu inaktivierenden X-Chromosoms erfolgt dabei zufallig und
wird somit in jeder Zelle eigenstandig getroffen!!3. Ein einmal inaktiviertes X-
Chromosom bleibt durch epigenetische Regulation fortlaufend inaktiv und wird so
von einer Zelle auf alle Tochterzellen weitergegeben. Dabei handelt es sich um
eine Regulation der Genexpression, nicht etwa um eine stabile Anderung der
DNA-Sequenz, sodass die X-Inaktivierung prinzipiell umkehrbar ist. Tatsachlich
wird sie in bestimmten Entwicklungsstadien der Keimbahn aufgehoben. In soma-
tischen Zellen findet jedoch keine Aufhebung statt. Die Geninaktivierung eines
nahezu kompletten X-Chromosoms reduziert in der weiblichen Zelle die Gendo-
sis auf das Gen-Niveau im mannlichen Geschlecht, bei dem nur ein X-Chromo-
som vorhanden ist. Ausgenommen von der Geninaktivierung sind lediglich die
als pseudoautosomale Region (PAR) bezeichneten Regionen des X-Chromo-
soms, welche vollstandig homolog zur selben Regionen auf dem Y-Chromosom
beim Mann sind*!4,

Da es sich bei den HHSECs um somatische Zellen aus der Leber handelt, ist
anzunehmen, dass in jeder einzelnen Zelle in vitro ein inaktives X-Chromosom
vorliegt. Das F8-Gen gehdort nicht zu den PARs, welche von der X-Inaktivierung
ausgeschlossen sind, und entsprechend ist zu vermuten, dass in jeder HHSEC-
Zelle eines der beiden F8-Allele inaktiviert vorliegen sollte. Selbst wenn eines der
F8-Allele der X-Inaktivierung entkommen sollte und somit beide F8-Allele im ak-

tiven Zustand in HHSECs vorliegen, ist zu beachten, dass ihre Sequenzen iden-

91



tisch sind. Die sgRNA konnte somit die SaCas9 zu ihren komplementaren Se-
guenzabschnitten in beide F8-Allele dirigieren und somit die Erzeugung eines
DSB mit anschliel3ender Indel-Generierung in beiden X-Chromosomen bewirken.
So konnten eventuell HHSEC-Zellen mit heterozygoten F8-Mutationen und ei-
nem vollstandigen FVIII-Knockout resultieren.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die in dieser Arbeit immortalisierte
HHSEC-Zelllinie mit einer natirlichen Produktion von funktionalem FVIII, trotz
des weiblichen Karyotypes, als Zellmodell zur Imitierung eines HA-Patienten in
vitro und zur Evaluierung der sgRNA/SaCas9-CRISPR-Methode geeignet ist. Ba-
sierend auf der vorliegenden Arbeit und den daraus gewonnenen Erkenntnissen,

konnen zukunftige weiterfihrende Arbeiten modifiziert und erleichtert werden.

5.2 FVIII-Detektion in HHSEC

Im weiteren Verlauf des GT-Projektes sollen verschieden HHSEC-F8-Mutations-
Zelllinien hergestellt werden, welche als HA-Zellmodell fir die CRISPR/Cas9-
vermittelte Genreparatur dienen sollen. Um den Erfolg einer eingefihrten F8-
Genmutation mit einem idealerweise FVIII-Knockout (FVIII:C < 1%) sowie der
anschlielBenden Reparatur der F8-Muation mit einer idealerweise erneuten FVIII-
Produktion (FVIII:C > 1%) zu validieren, ist es notwendig, eine Methode in unse-
rem Labor zu etablieren, die méglichst schnell und einfach aufzeigt, ob FVIII von
der Zelllinie gebildet wird oder nicht. Hierzu wurden in der vorliegenden Arbeit
mehrere in Betracht kommende FVIlII-Detektionsverfahren wie initial Western
Blot und ELISA sowie anschlieRend die Immunfluoreszenz-Mikroskopie und die
Quantifizierung der FVIII-Aktivitat (FVIII:C) mittels aPTT-basierter Messung ge-
testet. Von den vier getesteten Methoden haben sich zwei Methoden zur spezifi-
schen Detektion von FVIII in HHSEC bewahrt.

Das Western Blot ist ein einfaches und in der Forschung viel angewendetes Ver-
fahren zur Untersuchung des Vorhandenseins, der relativen Haufigkeit und der
relativen Masse von Proteinen. Mit Hilfe spezifischer Antikorper kann diese Me-
thode im Regelfall auf dem ersten Blick aufzeigen, ob das gesuchte Protein vor-
handen ist oder nicht. Somit wurde initial dieses Verfahren als FVIII-Detektions-
methode getestet. Idealerweise sollten HHSEC_WT im Western Blot eine FVIII-

Bande im Bereich von ca. 300 kDa reprasentieren, wahrend stabil transduzierte

92



HHSEC-F8-Mutations-Zellen, aufgrund der induzierten F8-Mutationen, entweder
keine oder eine intensitatsgeminderte FVIlI-Bande hervorrufen sollten.

Zur Testung des Western Blots als FVIII-Detektionsmethode in HHSEC, kam in
dieser Arbeit der polyklonale FVIII-Antikbrper von Sigma zur Anwendung. Im Da-
tenblatt dieses Antikorpers ist ausschlief3lich eine einzelne FVIII-Bande im Be-
reich Uber 250 kDa beschrieben. Anders als erwartet zeigten allerdings unsere
initialen Versuche mit HHSEC_WT zwei Banden in dem erwarteten Grol3enbe-
reich. Welche dieser Banden die FVIlI-Bande reprasentiert, liel3 sich zum dama-
ligen Zeitpunkt nicht sicher erklaren. Suspekt erschien ebenfalls, dass in den
Wiederholungen dieses Versuchs unterschiedliche Banden-Anzahlen im Bereich
von 260 kDa zu sehen waren (bis zu 3 Banden). Diese Beobachtungen erweck-
ten zunachst Zweifel an der Spezifitat des verwendeten FVIII-Antikdrpers von
Sigma, sodass zum Vergleich der polyklonale Anti-FVIII-Antikérper von Novusbio
verwendet wurde. Doch auch die Versuchsansatze mit dem Anti-FVIII-Antikoérper
von Novusbio lieferten &hnliche Ergebnisse.

Weiterhin wurde versucht, FVIII aus dem unkonzentrierten ZU der HHSEC sowie
im 20-fach aufkonzentrierten ZU der HHSEC zu detektieren. Wie bereits in der
Einleitung beschrieben wird FVIII normalerweise in den Zellen synthetisiert und
anschlieBend in den menschlichen Blutkreislauf sezerniert. In vitro ist dagegen
anzunehmen, dass die FVIII-Sezernierung in den ZU erfolgt. Dementsprechend
ist im ZU eine Akkumulation von FVIII und damit eine deutlich héhere Konzent-
ration zu erwarten. Die Experimente mit dem HHSEC-ZU zeigten keine vielver-
sprechenden Erfolge.

Der Erfolg der Western-Blot-Technik h&ngt von vielen Faktoren ab wie z. B. der
Matrix des SDS-Polyacrylamid-Gels, des elektrischen Transfers der Proteine
vom Trenngel auf die Nitrocellulosememabran, der Proteinbindungsfahigkeit der
Membran selbst sowie der Art des Zielproteins''®. Um mdgliche Fehlerquellen
bei der Durchfuhrung des Western Blots zu eruieren, fanden mehrere Validie-
rungs- und Optimierungsschritte statt. So wurden die Proben stets auf Eis gestellt
(4°C) und frisch angesetzte L6ésungen und zuvor unbenutzte Materialien verwen-
det. Nach der Zelllyse zum Extrahieren von Protein bildeten in den SDS-Extrak-
ten von HHSEC die DNA und RNA eine schleimige, geleeartige Masse, welche
sich schlecht auf das Gel aufladen lie3 und den Lauf der Proteine bei der elekt-

rophoretischen Auftrennung storte. Daher wurden die HHSEC-Lysate zweimal
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fur jeweils 30 Sek. sonifiziert (5 x 45% Leistung). Fir die Auftrennung des Pro-
teingemisches kamen die laut Herstellerangaben speziell fir grof3e Proteine (30
— 500 kDa) geeigneten NUPAGE 3 — 8%-igen Tris-Acetat-Gele zum Einsatz. Die
Erfolge der Proteinauftrennung und des Transfers vom Trenngel auf die Nitrocel-
lulosemembran wurden mithilfe der reversiblen Ponceau S Farbung sicherge-
stellt. Die Zeit und Anzahl der Waschschritte wurden verringert, wahrend die In-
kubationszeit des Primarantikoérpers erhoht wurde.

Das Unter- oder Uberladen von Proben ist ein weit verbreitetes Problem, das
haufig nicht erkannt wird und die Genauigkeit der quantitativen Analyse beein-
trachtigen kann'®. Fir eine genaue quantitative Analyse sollte die Probenbela-
dung experimentell bewertet und eventuell kalibriert werden. Hierfir wurden die
eingesetzten Proteinkonzentrationen mittels des Lowry-Proteinassays gemessen
und versuchsweise aufsteigende Proteinkonzentrationen der HHSEC-Lysate im
Gel aufgetragen. Zu erwarten war eine lineare Beziehung zwischen Probenbela-
dung und Bandenintensitat. Diese Annahme konnte fur die FVIlI-Bande trotz
mehrerer Wiederholungen nicht bestétigt werden. Zur internen Ladekontrolle
wurde ein in der Testprobe vorhandenes und von der Zelle hoch exprimiertes
Housekeeping-Protein wie z. B. Vinculin detektiert. Im Gegensatz zur FVIII-
Bande, zeigte die Vinculin-Bande mit steigender Proteinkonzentrationsauftra-
gung wie erwartet ein starkeres Signal auf. Die Beziehung zwischen eingesetzte
Probenmenge und Bandenintensitdt muss allerdings sowohl flr das Zielprotein
als auch fur die interne Beladungskontrolle sowohl linear als auch proportional
sein, um eine gquantitative Analyse zu ermdglichen!?®,

Die problemlose Darstellung des Housekeeping-Proteins als Positvkontrolle, als
auch die Ponceau S Farbung der geblotteten Membran legen nahe, dass die
Ausfuhrung des Western Blots selbst nicht das marginale Signal der FVIII-Bande
zu erklaren vermag. Auch die anfangs erweckten Zweifeln an der Spezifitat des
polyklonalen FVIII-Antikdrpers von Sigma konnten im Verlauf verworfen, da zum
einen ahnliche Ergebnisse mit dem FVIII-Antikdrper von Novusbio erzielt wurden
und zum anderen die FVIII-Detektion mithilfe dieses Antikdrpers sich im Nach-
hinein im Western Blot und in der IF-Mikroskopie als erfolgreich zeigte.

Auf der Suche nach einer mdglichen Erklarung fur die erschwerte FVIlI-Detektion

mittels Western Blot, wurde festgestellt, dass trotz der intensiven Forschung an
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FVIII und HA in der Literatur die Western Blot-Methode als FVIII-Detektionsme-
thode in der experimentellen Grundlagenforschung kaum Anwendung findet. In
den wenigen Publikationen, in welchen FVIII mittels Western Blot dargestellt
wurde, ist nie das gesamte Protein als eine einzelne FVIII-Bande zusehen, son-
dern vielmehr die einzelnen Ketten und Fragmente von FVII1117-119 Daher wurde
in einem letzten Versuch die Nitrozellulosemembran nicht im Bereich unterhalb
von 260 kDa geschnitten und stattdessen im Ganzen mit dem polyklonalen Anti-
FVIII-Antikbrper von Sigma behandelt. Hier zeigten sich dann mehrere Banden.
Am ehesten wurde FVIII bei der SDS-Lysierung in seine Fragmente zertrimmert.
Nicht zu vernachlassigen ist, dass FVIII, ein nicht-kovalent gebundenes Hetero-
dimer bestehend aus einer ~ 80 kDa leichten Kette (a3-A3-C1-C2) und einer ~
200 kDa schweren Kette (A1-A2 und variablen Abschnitten der B-Domane), oh-
nehin sehr instabil ist. Die beiden Ketten des Heterodimers werden lediglich tber
eine metallionenvermittelte Interaktion zwischen den Domanen Al und A3 zu-
sammengehalten!®. So konnten die angefarbten Banden die einzelnen unter-
schiedlich groRen Proteinfragmente z. B. die schwere Kette (HC), leichte Kette
(LC) und die einzelnen Doménen darstellen. Um im Western Blot sicher aufzu-
zeigen, welche Bande welchem FVIlI-Fragment entspricht, ist eine HHSEC-Linie
mit einem vollstdandigem Knockout dieses FVIII-Fragments zum direkten Ver-
gleich notwendig. Solche Zelllinien lagen im Rahmen dieser Arbeit nicht vor.
Zudem ist folgendes entscheidendes Kriterium zu beachten. Ziel dieser Arbeit
war es eine F8-Genmutation in HHSEC einzufiihren und dadurch die FVIII-Funk-
tionalitat auf ein niedrigeres Niveau (idealerweise < 1%) zu mindern. Hierflr ist
allerdings ein absoluter FVIII-Knockout nicht zwingend notwendig, sodass FVIII
selbst weiterhin von den Zellen z. B. als verkiurztes Genprodukt oder mit einer
fehlerhaften AS-Abfolge exprimiert werden kann und sich entsprechend auch
weiterhin mittels Western Blot detektieren lassen kénnte. Zwar ist eine quantita-
tive Analyse mittels Western Blot grundsatzlich moéglich, doch da es sich nach
der Einfiihrung von F8-Mutationen um minimale AS-Anderungen handeln kann,
ist eine Quantifizierung mittels Western Blot hierfur nicht ausreichend sensitiv.
Die Tatsache, dass in unseren Versuchen mit HHSEC-Wildtypzellen FVIlI-Frag-
mente vorliegen, welche sich ohnehin nicht eindeutig bestimmten FVIII-Domanen
bzw. -Ketten zuordnen lie3en, erschwert die Eruierung der Folgen von in HHSEC

eingefuhrten F8-Mutationen mittels Western Blot. Aus diesem Grund wurde das
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Western Blot-Verfahren als potenzielle FVIII-Detektionsmethode in HHSEC ver-
worfen. Ahnliche Griinde fiihrten auch zum Verwerfen der zweiten getesteten
FVIII-Detektionsmethode mittels ELISA.

In der klinischen Diagnostik findet der ELISA bereits Anwendung zur Bestimmung
der FVIII-Konzentration in Blutproben von Patienten'?°, So gibt es zahlreiche
kommerziell erhaltliche FVIII-ELISA-Kits. In der vorliegenden Arbeit war die Mes-
sung der Verdinnungsreihe mit unterschiedlichen Konzentrationen von dem re-
kombinant hergestellten FVIII-Praparat von Bayer (Kovaltry®), als auch der flnf
verschiedenen Blutproben von gesunden Probanden mittels des FVIII-ELISA-
Kits von Affinity Biologicals™ zuverlassig moglich. Somit ist anzunehmen, dass
das kommerziell erhaltenden ELISA-Kit und die darin enthaltenen Antikdrper va-
lide sind. Dagegen befanden sich alle gemessenen HHSEC-ZU und HHSEC-Ho-
mogenat, trotz unterschiedlicher Zubereitung und dem Versuch, den ZU aufzu-
konzentrieren, im selben Absorptionsbereich des Leerwertes sowie des ZU von
HEK293T-Zellen, die normalerweise kein FVIII produzieren. Die FVIII-ELISA-
Messungen wurden nach Anleitung des Herstellers durchgefuihrt, welche aller-
dings fur die Bestimmung von FVIII aus Blutproben angefertigt wurde. In vitro
entsprechen die Rahmenbedingungen nicht den normalen Bedingungen, wie sie
in vivo im Blut vorliegen. So kdnnten die zahlreichen Inhaltsstoffes des verwen-
deten Nahrmediums fiur HHSEC oder ihren Zuséatzen (FCS, Doxycyclin, P/S) In-
teraktionen mit den Inhaltsstoffen des FVIII-ELISA-Kit hervorrufen und dadurch
die Messung von FVIII negativ beeinflusst haben. Zudem ist die bereits erlauterte
Instabilitat von FVIII nicht zu vernachlassigen. Erst die Komplexierung mit VWF
sorgt furr eine hohere Stabilitat von FVIII in vivo?? und verlangert die HWZ von ca.
2 h in Abwesenheit von VWF auf ca. 8 — 12 h?. Fir die Probenvorbereitung der
HHSEC-ZU bis hin zur Absorptionsmessung wahrend der ELISA-Versuchsansét-
zen sind allerdings lange Inkubationszeiten (> 4 h) notwendig (siehe 3.4.2). In
der vorliegenden Arbeit konnte allerdings gezeigt werden, dass HHSEC neben
FVIII auch VWF exprimieren und somit ist eine Komplexbildung zwischen FVIII
und VWF in vitro und damit eine verlangerte HWZ von FVIII durchaus méglich.
Jedoch ist VWF ein sehr grof3es Protein mit einer Molekilmasse von ca. 250 kDa
und bildet eine hochmolekulare, multimere Struktur, die vom Dimer (500 kDa)
aufsteigend bis zu tber 2000 kDa eine erhebliche Grof3e erreichen kann. Das

stochiometrische Verhaltnis des FVIII:VWF-Komplexes betragt 1:50'. Demnach
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macht VWF ca. 98% der Molekularen Masse des Komplexes aus und ist damit in
der Lage wichtige funktionelle Epitope von FVIII zu verdecken, sodass infolge-
dessen die Bindung des Priméarantikdrpers fur die ELISA-Messung erschwert
werden konnte. Die Dissoziation des VWF-FVIII-Komplexes, und damit die bes-
sere Zuganglichkeit des Primarantikdrpers an FVIII, erfolgt in vivo durch Pro-
teasen aus dem Gerinnungssystem wie z. B. Thrombin, FIXa, FXa, aktiviertes
Protein C oder durch subendotheliale Strukturen bei GefaRlasionen?. Diese Kom-
ponenten existieren allerdings im HHSEC-ZU in vitro nicht. Interessanterweise
lieferte die Zugabe von FVIlI-Mangelplasma in einem Verhaltnis von 1:10 zum
HHSEC-ZU als einzige Probe einen dezent héheren Absorptionswert im Ver-
gleich zu den anderen Proben. Dies erhartet die Annahme, dass fir eine ada-
quate FVIII-Messung mittels ELISA weitere Komponenten des Gerinnungssys-
tems, wie sie in vivo vorliegen, erforderlich sind. Weitere Optimierungsschritte
des nur versuchsweise getesteten ELISA-Verfahrens zur FVIII-Detektion in
HHSEC beispielsweise durch Anpassung des Verhéltnisses von FVIlI-Mangel-
plasma zu HHSEC-ZU und Evaluierung der notwendigen Verdiinnungsverhalt-
nisse hatten wahrscheinlich bessere Ergebnisse erzielen kénnen, darauf wurde
allerdings in dieser Arbeit verzichtet.

Wie auch das Western Blot ist das ELISA-Verfahren als FVIlI-Detektionsmethode
fur das vorliegende HA-Zellmodell in vitro ungeeignet, um die Folgen einer in
HHSEC eingefihrten F8-Genmutation zu visualisieren. Wie oben beschrieben ist
eine F8-Mutation nicht zwingend mit einem vollstandigen Fehlen von FVIII asso-
ziiert. FVIII kann weiterhin nach einer eingefuhrten F8-Mutation als funktionslo-
ses Protein eprimiert werden. Das ELISA-Verfahren, ebenso wie das Western
Blot-Verfahren, erlaubt lediglich Aussagen uber das Vorhandensein oder Nicht-
Vorhandenseins des Proteins, nicht jedoch lber seine Funktionalitat. Die Opti-
mierung des ELISA-Verfahrens durch Zugabe von FVIlI-Mangelplasma zum
HHSEC-ZU wiirde sehr viel Zeit und Aufwand in Anspruch nehmen, ohne ziel-
fuhrend fur die weiterfihrenden Experimente bei der Realisierung des GT-Pro-
jektes auf Basis dieses in vitro HA-Zellmodells zu sein.

Diese aus den Western Blot- und ELISA-Experimenten gewonnenen Erkennt-
nisse zeigten, die Notwendigkeit einer Visualisierung insbesondere der FVIII-Ak-

tivitat vor und nach einer in vitro eingefiihrten F8-Mutation in HHSEC.
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Fur die FVIII-Aktivitatsmessung in HHSEC wurde eine aPTT-basierte koagulo-
metrische Methode gewabhlt. Bei der HA ist von allen allgemeinen Screeningtests
lediglich die aPTT, welche die Funktion des intrinsischen Systems erfasst, primar
pathologisch verlangert. Der Referenzbereich fir eine normale Koagulation liegt
je nach dem im Labor verwendeten Reagenz zwischen 30 bis 45 s. Hierbei han-
delt es sich um einen Orientierungswert, da die Normwerte, aufgrund der Metho-
denabh&ngigkeit von Labor zu Labor unterschiedlich sein kbnnen und eine Stan-
dardisierung der aPTT bislang nicht erreicht werden konnte. Die in der Literatur
beschriebene grofl3e Schwankungsbreite der aPTT-Werte lasst sich auf verschie-
dene Ursachen zurlckfihren. Neben praanalytischen Fehlerquellen wie z. B.
wéahrend der Blutenthahme ein zu langes Stauen oder eine Gerinnungsaktivie-
rung durch Stochern, sowie ein zu langer Transport oder eine Probenlagerung
im Kihlschrank, haben auch die Testbedingungen und verwendeten Reagenzien
groRRen Einfluss auf die Schwankungen der Messwerte!. Die Verwendung unter-
schiedlicher Reagenzien in den verschiedenen Laboren ist der treibende Faktor
fur die fehlende Standardisierung der aPTT-Methode, da sie sich sowohl hinsicht-
lich ihrer Oberflachenaktivatoren als auch beziglich ihres Phospholipidgehalts
unterscheiden'??,

In dieser Arbeit wurde nicht mit Blutproben gearbeitet und somit von einem Ver-
gleich der ermittelten aPTT-basierten Werten mit externen Werten abgesehen.
Zum besseren Vergleich der verschiedenen FVIlI-haltigen ZU-Proben unterei-
nander und um in der vorliegenden Arbeit potenzielle Schwankungen der auf
aPTT-basierter FVIII:C-Messung zu minimieren, wurden fur alle FVIII:C- Messun-
gen einheitliche Testrahmenbedingungen festgelegt und eingehalten. So wurden
stets die gleichen Inkubationszeiten der HHSEC mit dem Kultivierungsmedium
gewahlt. Der ZU wurde entnommen, sofort auf Eis gelagert und anschlieRend
unmittelbar im Gerinnungslabor analysiert. Die Zeit vom Abnahmezeitpunkt des
ZU bis zur endgultigen FVIII:C-Messung betrug ca. 10 min. Dabei kamen stets
dieselben Reagenzien zum Einsatz. Die Zugabe von FVIlI-Mangelplasma zu den
ZU-Proben in einem spezifischen Verhaltnis stellte alle fir die Koagulation not-
wendigen Elemente bis auf den zu untersuchenden FVIII in ausreichenden Kon-
zentrationen bereit. Auf diese Weise wurde FVIII im HHSEC-ZU fiir die anschlie-
Rende Gerinnungsreaktion zur limitierenden Grof3e. Die ermittelte Gerinnungs-

zeit der Proben wurde anhand der im Gerinnungslabor der Universitatsklinik
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Frankfurt festgelegten Reagenzien-spezifischen Standardkurve in Prozent des
maximalen Aktivitatswerts bestimmt. Die Methodenvalidierung konnte mittels der
aufgezeigten Linearitat der gemessenen FVIII:C der ZU-Verdiinnungsreihe von
HHSEC_LT bestatigt werden.

Weiterhin wurde die Immunfluoreszenz-(IF-)mikroskopische Darstellung des int-
razellularen FVIlIs in HHSEC erfolgreich in dieser Arbeit etabliert. Die IF-Mikro-
skopie ist eine vielseitig einsetzbare Methode, bei der bestimmte Proteine wie
FVIII mit Hilfe spezifischer Antikbrper markiert, angefarbt und anschliel3end mit-
tels Fluoreszenzdetektion identifiziert werden kdénnen. Sie gehort mittlerweile zu
den Standardmethoden in Forschungslaboren. Weiterhin erlaubt die Anwendung
fluoreszenzmikroskopischer Farbungen auf Zellmembranen, Organellen und an-
deren subzellularen Strukturen die genaue subzellulédre Lokalisation von Protei-
nen!??, Beispielsweise kann in weiterfiihrenden Arbeiten auf diese Weise verfolgt
werden, ob FVIII nach der eingefiihrten F8-Mutation weiterhin tber die Zell-
membran sezerniert wird oder als fehlerhaft erkanntes Protein vermehrt im Golgi-
Apparat akkumuliert und tber lysosomale Prozesse abgebaut wird.

Die in dieser Arbeit verwendeten fluoreszenzienden Antikérper wurden in Abhén-
gigkeit der vom Hersteller bereitgestellten Fluoreszenz-Referenzdiagramme ge-
wahlt, die aufzeigen, welche Fluoreszenzbereiche vom verfugbaren Geréat tat-
sachlich angeregt und nachgewiesen werden kénnen sowie die jeweiligen maxi-
malen Anregungs- und Emissionswellenlangen des gegebenen Fluorophors.
Der Fluorophor emittiert lediglich wahrend seiner Anregung Licht. Dadurch sind
Fluorophore allerdings sehr anfallig fiir Photobleichung?3. Um das Photobleichen
in dieser Arbeit minimal zu halten, wurde eine Decklésung (Antibleichmittel) mit
reduzierender Wirkung eingesetzt, die Anregungsdauer kurz und die Anregungs-
intensitat niedrig gehalten. Jedes Praparat wurde insgesamt dreimal in folgender
Reihenfolge bestrahlt und anschlieRend verworfen: I. Anregungslicht far FVIII
bzw. VWF, II. Anregungslicht fur F-Actin, Ill. Anregungslicht fur DAPI. Auf dieser
Weise wurde sichergestellt, dass das der Fluorophor, der an den Antikérper ge-
gen das Protein des Interesses FVIII gekoppelt ist, nicht dem Photobleichen un-
terliegt und dass durch die konsequente Einhaltung dieser Reihenfolge die Ver-
gleichbarkeit der FVIlI-Fluoreszenzintensitaten der unterschiedlichen Préparate

gewahrt ist.
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Zusammenfassend konnte aus den korrelierenden Sequenzierungsergebnissen,
den FVIII-Fluoreszenzintensitaten und den aPTT-basierten FVIII-Aktivitatsmes-
sungen in dieser Arbeit die IF-mikroskopische Darstellung des intrazellularen
FVIlIs sowie die aPTT-basierte FVIII-Aktivitatsmessung als FVIlI-Detektionsme-
thoden in HHSEC etabliert werden.

5.3 Stabil transduzierte HHSEC-F8-Mutations-Zelllinien

CRISPR/Cas9 ist ein wirksames Instrument zur Modifikation von DNA in vivo und
in vitro, das erst seit 2013 im Labor Anwendung findet!?4. Diese Technik wurde
in dieser Arbeit angewandt, um an gezielt ausgewahlten Sequenzbereichen im
F8-Gen einen DSB zu erzeugen, welcher mithilfe der zelleigenen Reparaturme-
chanismen wie HDR oder NHEJ repariert werden sollte. Insbesondere eine feh-
lerbehaftete Reparatur mittels NHEJ und der damit verbundenen Indel-Generie-
rung war von grof3em Interesse. Auf diese Weise sollte es moglich sein, F8-Mu-
tationen mit einem Frameshift-Effekt in HHSEC zu erzeugen und damit einen
FVIlI-Knockout zur Herstellung eines in vitro Hamophilie A-Zellmodells von der
schweren Form.

In unserem Labor kam bisher ausschlie3lich das Cas9-Protein aus Streptococ-
cus pyogenes (SpCas9) zum Einsatz. Aufgrund unserer fehlenden Erfahrung im
Laboralltag mit dem Staphylococcus aureus Cas9 (SaCas9) und der zunachst
noch unbekannten SaCas9-Effizienz in HHSEC sowie der Effizienz der HHSEC-
eigenen Reparaturmechanismen wurden funf unterschiedliche sgRNA/SaCas9-
CRISPR-Vektoren mit unterschiedlichen F8-Exons als Zielsequenzen konstruiert
und eingesetzt.

Bei der Transduktion dieser verschiedenen Vektoren in HHSEC mittels rLV ist zu
beachten, dass je hoher die Transduktionseffizienz ist, desto wahrscheinlicher ist
es, dass in einer einzelnen HHSEC mehrere rLV gleichzeitig inseriert werden.
Um diese Rate maglichst klein zu halten, verzichteten wir auf die in vielen Proto-
kollen bei der Herstellung rLV beschriebene Aufkonzentrierung des virushaltigen
ZU mittels Ultrazentrifuge. Ziel war es, durch die geringere Dichte der rLV-Parti-
kel im ZU eine moderate Transduktionseffizienz zu erreichen und somit nahezu
ausschlief3lich Einzelintegrationen der sgRNA/SaCas9-CRISPR-Vektoren-halti-

gen rLV in HHSEC zu erreichen. Die transduzierten Vektoren enthielten eine
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Puromycin-Resistenzkasette, sodass nach der Transduktion eine grtindliche Se-
lektion mit Puromycin alle nicht-transduzierten Zellen eliminieren sollte.

Die ermittelte Transduktionseffizienz fur die in dieser Arbeit hergestellten ver-
schieden SaCas9-CRISPR-Vektoren betrug ca. 40% (siehe Anhang). Somit ist
davon auszugehen, dass hauptsachlich Einzelintegration der Viruspartikel statt-
fanden. Die Selektion mit Puromycin erfolgte anschlieend fir funf Tage. Die
Puromycin-Todenskurve zeigte auf, dass bei der verwendeten Konzentration von
0,5 pg/mL bereits nach zwei Tagen nahezu alle HHSEC-WT starben. Demzu-
folge kdnnen nur die erfolgreich mit sgRNA/SaCas9-CRISPR-Vektoren transdu-
zierten HHSECs eine Selektion mit 0,5 yg/mL Puromycin tber funf Tage, auf-
grund ihrer nun enthaltenen Puromycinresistenz, tberleben. Ebenso konnte ge-
zeigt werden, dass alle mit den sgRNA/SaCas9-CRISPR-Vektoren stabil trans-
duzierten HHSEC-F8-Mutations-Zelllinien nun konstitutiv Cas9 exprimierten.

Die einzelnen Sequenzierungsergebinsse der mit den flnf unterschiedlichen
SgRNA/SaCas9-CRISPR-Vektoren stabil transduzierten HHSEC-F8-Mutations-
Zelllinien zeigten, dass vier der funf in dieser Arbeit hergestellten Konstrukte ge-
netische Veranderungen in HHSEC erzeugten. Nach dem erwarteten DSB sind
in nahezu allen Zellpools, mit Ausnahme von HHSEC KO __ F8_5, kontinuierliche
Doppel- bzw. Mehrfachsignale zu sehen. Dies deutet darauf hin, dass der DSB
mittels des fehlerbehafteten NHEJ-Mechanismus repariert wurde und so Indels
unterschiedlicher GréR3e generiert wurden. Auf diese Weise lasst sich die Veran-
derung der gesamten Nukleotidabfolge nach dem zu erwartendem DSB erklaren.
Allerdings wurden in den einzelnen Zellpools unterschiedliche Indel-Raten er-
reicht. So sind in den Zellpools HHSEC_KO _F8 1 und HHSEC_KO_ F8_4 die
Hauptsequenzen immer noch identisch mit den WT-Sequenzen und die Indel-
Raten dieser beiden Zellpools liegen bei ca. 30-40%. In Zellpool HHSEC KO _
F8 5 ist keine Indel-Generierung nach dem zu erwartendem DSB zu verzeich-
nen. Dagegen konnte im Zellpool HHSEC_KO_F8_3 die beste Indel-Generie-
rungsrate von tber 80% erreicht werden. Zellpool HHSEC_KO_F8 2 zeigt zu ca.
50% eine um 7bp-deletierte Sequenz mit einem Frameshift und zu 50% verschie-
dene andere Nukleotidabfolgen, worunter sich Zellen mit identischer Sequenz zur
WT-Sequenz (ohne Mutationen) und Zellen mit Indels befinden konnen.

Eine Reparatur der erzeugten DSB mittels des mit hoher Prazision assoziierten,

fehlerfreien HDR-Mechanismus erscheint sehr unwahrscheinlich, da der HDR-
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Mechanismus deutlich langsamer ablauft als der NHEJ-Mechanismus® und zu-
dem ein vollstandig fehlerfrei reparierter DSB die erneute Zielsequenz des stabil
in der Zelle vorhanden sgRNA/SaCas9-CRISPRs darstellt, sodass es entspre-
chend zu einem erneuten DSB kommen musste. Gruinde fir die unterschied-
lichen Indel-Raten konnten vielmehr zum einen die erschwerte Zuganglichkeit
der DNA fur die SaCas9 innerhalb der CRISPR-Bindungssequenzen sein. Die
Struktur von Chromosomen kann stark variieren, so konnen Nukleosomen unter-
schiedlich dicht gepackt sein'?®> und dadurch die Zuganglichkeit der DNA und die
damit einhergehende effiziente Bindung des CRISPR/SaCas9-Komplexen beein-
flussen. Zudem kann eine instabile Hybridisierung der sgRNA an die Ziel-DNA-
Sequenz die Effizienz der SaCas beeinflussen. Insbesondere ein hoherer CG-
Gehalt in der sgRNA fluhrt zu stabileren RNA-DNA-Hybriden, allerdings auch zu
einer gréBeren Tolerierbarkeit von Fehlpaarungen (off-Targets)'26. Weiterhin ist
eine entscheidende Limitierung des CRISPR/Cas9-Systems die Abhangigkeit
von der PAM-Sequenz®. Wird die PAM-Sequenz nicht erkannt, so kann die
SaCas9 auch keinen DSB erzeugen. Basierend auf der Arbeit von Ran et al.
(2015) wurden in der vorliegenden Arbeit die sgRNASs jedes einzelnen CRISPR-
Konstruktes mit einer Lange von 21 — 23 nt und NNGRRT als PAM-Sequenz
konstruiert. Allerdings wird in der Arbeit von Ran el al. ebenfalls eine gute Spal-
tung der Ziel-DNA bei einem NNGRR-PAM beschrieben®. Die Berlicksichtigung
all dieser feinen Kriterien erschwerte das Design eines idealen SaCas9/sgRNA-
CRISPR-Systems und vermag die unterschiedlichen Effizienzen der flunf getes-
teten Konstrukte zu erklaren. Dennoch konnten vier dieser Konstrukte genetische
Veranderungen in HHSEC erzeugen, wovon zwei sehr gute Ergebnisse erzielten.
Korrelierend zu den Sequenzierergebnissen der HHSEC-F8-Mutations-Zelllinien
konnten ebenfalls Verminderungen des FVIII-Proteins mittels mikroskopischer
IF-Aufnahmen sowie der FVIII-Restaktivitdt mittels aPTT-basierter Messung
nachgewiesen werden.

In den Zelllinien HHSEC_KO_F8 1, HHSEC_KO_F8 4 und HHSEC_KO_F8 5
konnten zwar im Vergleich zu HHSEC_KO_F8 NTC sowohl in den mikrosko-
pischen IF-Aufnahmen eine geringe Reduktion von FVIII als auch in den FVIII.C-
Messungen mittels aPTT-basierter Methode eine moderate Minderung der FVIII-

Restaktivitat gezeigt werden, jedoch jeweils ohne Signifikanz. Die Sequenzierung
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des Zellpools HHSEC _KO_F8 5 zeigte im ausgewahlten Zielbereich des kon-
struierten sgRNA/SaCas-Konstruktes keine Hinweise auf eine Indel-Generierung
nach dem erwarteten DSB, jedoch wurden mdgliche off-Target-Ereignisse aul3er-
halb dieses Bereiches bei der Sequenzierung nicht ermittelt. Mdglicherweise
konnte der sgRNA/SaCas9-Komplex in einigen Zellen dieses Zellpools aul3er-
halb der ausgewahlten Ziel-Sequenz binden und Indels generieren.
Zusammenfassend lasst sich aus diesen gewonnen Erkenntnissen schliel3en,
dass die Separierung der Zelllinien HHSEC_KO_F8 1, HHSEC_KO_F8 4 und
insbesondere HHSEC_KO_F8 5 in Einzelzellen, deren Expandierung in Hinblick
auf ihrem in dieser Arbeit beobachteten sehr langsamen Wachstumsverhalten
zur Generierung von Einzelklonen sowie die erneute genetische Analysierung
jedes Einzelklones auf eine moégliche F8-Mutation, sehr viel Zeit und Aufwand in
Anspruch nehmen wirden ohne sich unseres erachtens nach, aufgrund der
geringen Indel-Genierung, zu rentieren. Diese in der vorliegenden Arbeit
gewonnen Beobachtungen fihrten zu dem Schluss, von einem weiteren Arbeiten
mit diesen drei Zelllinien abzusehen.

Dagegen konnten in den beiden Zelllinien HHSEC_KO_F8 2 und HHSEC KO _
F8 3 signifikante Verminderungen von FVIII mittels IF-Aufnahmen sowie der
FVIlI-Restaktivitat mittels aPTT-basierter Messung dargestellt werden. Die ge-
messene FVIlI-Restaktivitdt lasst sich dadurch begrinden, dass nach der
Transduktion mit dem sgRNA/SaCas9-CRISPR-Konstrukt der gesamte Zellpool
analysiert wurde. Die Reparatur des DBS erfolgt in jeder einzelnen Zelle unab-
hangig vom restlichen Zellverband, somit liegen in den Zellpools Zellen mit vielen
unterschiedlichen Mutationsarten wie z. B. stille in-frame-Mutationen mit FVIII-
Restaktivitat oder loss-of function Mutationen mit einem vollstandigem FVIII-
Knockout nebeneinander vor. Die Separierung dieser beiden Zellpools in
Einzelzellen, deren Expandierung und anschlieRend erneute Analysierung sind
sehr zu empfehlen. Aus diesen beiden Zelllinien gezichtete Einzelklone mit
jeweils einer einheitlichen genetischen F8-Mutation liefern mit gro3ter Wahr-
scheinlichkeit verschiedene HHSEC-FVIII-Knockout-Linien mit einer FVIII:C von
weniger als 1%, welche als HA-Modell dienen konnen. Insbesondere die
beobachtete 7bp-Deletion des Zellpools HHSEC_KO_F8 2 mit einem erzielten
Framshift-Effekt ist von groRem Interesse. Der moglicherweise zugrundeliegende
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Mechanismus bei der Entstehung dieser 7bp-Deletion soll im n&chsten Abschnitt

diskutiert werden.

5.4 Vermuteter Mechanismus der 7bp-Deletion

Die meist angewendeten Reparaturmechanismen von DSB in Zellen sind NHEJ
und HR, welche bereits in dieser Arbeit ausfuhrlich eingeleitet wurden. Daneben
ist seit jingerer Zeit ein weiterer DNA-Reparaturmechanismus fir DSB namens
Microhomology-mediated end joining (MMEJ) bekannt. Wie McVey und Lee 2008
beschreiben, ist die wichtigste Voraussetzung von MMEJ die Verwendung einer
kurzen, 5 — 25 bp langen homologen Sequenz als Ausgangspunkt der Strang-
reparatur. Nach Paarung der beiden komplementéaren homologen einzelstrang-
igen DNA-Bereiche zu einem doppelstrangigen Polynukleotid, werden die tber-
stehenden Einzelstrange (flaps) durch die Nukleasenfunktion des ERCC1-XPF-
Komplexes entfernt. Die verbleibendenen DNA-Bruchliicken werden durch
Ligase | und Ligase IV geschlossen. Auf diese Weise kénnen sehr grol3e Dele-
tionen auftreten, da der MMEJ-Mechanismus alle Sequenzen zwischen Bruch-
stelle und Mikrohomologie entfernt. Somit ist der MMEJ auch der fehleranfalligste
Reparaturmechanismus von DSB*?7,

Betrachtet man in Zellpool HHSEC KO _F8 2 zunachst die WT-Sequenz, so
stellt man fest, dass in unmittelbarer Nahe zum erwarteten DSB ein Sequenzbe-
reich (TCA) zweifach vorkommt (griin markiert). Kommt es zum Annealing der

homologen Sequenzen der in

Abb. 23B griin hervorgehobenen komplementéren Sequenzbereichen mit Entfer-
nung der blau markierten flaps und an-schliel3ender Ligierung der Bruchstiicke,
so resultiert ein um CGGATCA-dele-tierte Reparatur des DSB im F8-Gen. Dieser
7bp-lange Sequenzbereich ent-spricht exakt der in der Hauptsequenz des
Sequenzierungsergebnis vom Zellpool HHSEC KO _F8 2 fehlenden Bereiches.
Daher ist am ehesten davon auszugehen, dass der Reparaturmechanismus die-
ses in HHSEC_KO_F8 2 erzeugten DSB auf den MMEJ-Mechanismus beruht.
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DS
WT: CAAAAAGACTCTGTTTG C+GGATCACCTTTTCAACATCQ CTAAGCCAAGGCCACCCTG
PAM

sgRNA
@
DSB

CAAAAAGACTCTGTTTGTAGAATTCAL GGATCACCTTTTCAACATCGCTAAGCCAAGGCCACCCTG
GTTTTTCTGAGACAAACATCTTAAGT B CCTAGIGGAAAAGTTGTAGCGATTCGGTTCCGGTGGGAC

|

CAAAAAGACTCTGTTTGTAGAATICA CGGATCACCTTTTCAACATCGCTAAGCCAAGGCCACCCTG
GTTTTTCTGAGACAAACATCTTAAGT GCCTAGIGGAAAAGTTGTAGCGATTCGGTTCCGGTGGGAC

@ CAAAAAGACTCTGTTTGTAGAATICA ATC‘%CTHTCAACATCGCTAAGCCAAG GCCACCCTG
GTTTTTCTGAGACAAACATCTTA Y4 Gr GCC GIGGAAAAGTTGTAGCGATTCGGTTCCGGTGGGAC

@ CAAAAAGACTCTGTTTGTAGAATICA.. =~ CCTTTTCAACATCGCTAAGCCAAGGCCACCCTG
GTTTTTCTGAGACAAACATCTTA AGITGGAAAAGTTGTAGCGATTCGGTTCCGGTGGGAC
~_ =

®

p
Agy 6C° CGGarg,

CAAAAAGACTCTGTTTGTAGAATICACCTTTTCAACATCGCTAAGCCAAGGCCACCCTG
GTTTTTCTGAGACAAACATCTTAAGIGGAAAAGTTGTAGCGATTCGGTTCCGGTGGGAC

Abb. 23: Vermuteter MMEJ-Mechanismus der 7bp-Deletion in HHSEC_KO_F8 2.

(A) Dargestellt ist ein Sequenzbereich aus Exon 2 des F8-Gens. Der griin unterstrichene Bereich ist komple-
mentar zu der in dieser Arbeit designten sgRNA des pLCv2-Sa-F8-2-Konstruktes. Die sgRNA dirigiert die
SaCas9 zu diesem ausgewahiten Sequenzbereiches des Exons 2. Im roten Kasten ist die PAM-Sequenz
hervorgehoben. Der schwarze Balken drei Nukleotide vor der PAM demonstriert die Stelle, an der SaCas9
die DNA schneidet und ein Doppellstrangbruch (DSB) zu erwarten ist. (B) In Schritt 1 sind die beiden kom-
plementéren DNA-Strange aus A dargestellt. In griin hervorgehoben sind die in unmittelbarer Nahe zum er-
warteten DSB gelegenen homologen Sequenzbereiche. Kommt es zu einem DSB an der erwarteten Stelle,
so kann dieser, basierend auf dem Microhomology-mediated end joining (MMEJ) Mechanismus, repariert
werden, indem die beiden in Scchritt 2 griin markierten komplementéren DNA-Bereiche paaren. Die Uberste-
henden Einzelstrange ("flaps" in blau) werden in Schritt 3 entfernt. Anschlie3end werden die verbleibenden

Bruchliicken in Schritt 4 ligiert. Es resultiert eine 7-Basenpaar-Deletion mit Frameshift-Effekt im F8-Gen.

5.5 Auswirkungen der F8-Mutationen auf HHSEC

Die mikroskopischen IF-Aufnahmen der HHSEC-F8-Mutations-Zelllinien zeigen,
dass der endogene FVIII in allen stabil transduzierten HHSEC-F8-Mutations-Zell-
linien weiterhin anfarbbar ist. Korrelierend zu den gemessenen FVIII:C, ist die
detektierte FVIII-Fluoreszenzintensitat in den Zelllinien HHSEC_KO_F8 2 und
HHSEC_KO_F8_3 mit den hochsten Indel-Generieungsraten signifikant geringer

als in den anderen Zelllinien.
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Weiterhin konnte bei der Kultivierung und der mikroskopischen Beobachtung
dieser beiden Zelllinien eine optisch veranderte Zellmorphologie sowie ein lang-
sameres Zellwachstum verglichen mit den restlichen Zelllinien beobachtet
werden. Mittels des MTT-Assay konnte tatsachlich ein signifikanter Unterschied
im Wachstumsverhalten zwischen Wildtypzellen und HHSEC_KO_F8 2 sowie
zwischen Wildtypzellen und HHSEC_KO_F8 3 aufgezeigt werden. Die mittels
MTT-Assay ermittelte metabolische Aktivitat korreliert mit der Anzahl vitaler Zel-
len in einer Zellpopulation und erlaubt Ruckschlusse auf das Wachstumsverhal-
ten dieser Population. Somit scheinen diese beiden F8-Mutationen enthaltenen
Zelllinien mit reduzierter FVIII:C auf den ersten Blick einen Wachstumsnachteil
aufzuweisen.

Es stellte sich zunachst die Frage, ob diese Ergebnisse moéglicherweise auf eine
zellregulierende Funktion des FVIII in Sinusoidalen Endothelzellen hinweist. Al-
lerdings ist zu beachten, dass diese beiden stabil transduzierten Zelllinien mit
gesunden, nicht transduzierten HHSEC_WT verglichen wurden. Dieser Vergleich
hat somit weniger Aussagekraft. Schlie3lich unterliegen die stabil transduzierten
HHSECs durch den rLV-Gentransfer der groRen sgRNA/SaCas9-CRISPR-Vek-
toren, deren stabiler Integration in das Zellgenom sowie deren konstitutiver Ex-
pression deutlich mehr Stressfaktoren als die nicht transduzierten WT-Zellen.
Nicht zu vergessen sind weiterhin die Generierung von DSB innerhalb der DNA,
die zum Einsatz kommenden zelleigenen Reparaturmechanismen sowie die Ak-
kumulation fehlgefalteter FVIlI-Proteine. All diese Aspekte fihrten zum raschen
Verwerfen des initial postulierten Zusammenhangs zwischen der zellregulieren-
den FVIII-Funktion und dem Wachstumsnachteil.

Des Weiteren ist es interessant zu diskutieren, ob die eingefuhrten F8-Genmuta-
tionen in den stabil transduzierten HHSEC_KO_F8 2- sowie HHSEC_KO_F8 3-
Zelllinien und damit einhergehenden Fehlfaltungen von FVIII im ER Einfluss auf
die VWF-Expression aufweisen. Genmutationen kdnnen namlich zur fehlerhaften
Faltung von Proteinen fuihren, welche sich dann im ER ansammeln und zur sog.
Unfolded Protein Response (UPR), einer Stressantwort der Zellen, fuhren. Ziel
der UPR ist die Wiederherstellung der normalen Zellfunktion durch die selektive
Unterdrickung von Translationsprozessen, den Abbau falsch gefalteter Proteine
sowie durch die Aktivierung der verstarkten Synthese von Chaperonen, welche

fur eine fehlerfreien Proteinfaltung notwendig sind*?8. Allerdings scheint die VWF-
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Expression in den stabil transduzierten und mit F8-Mutationen behafteten Linien
HHSEC_KO_F8 2 und HHSEC_KO_F8 3 im Vergleich zu HHSEC_KO_F8_
NTC ohne F8-Mutationen unbeeinflusst zu bleiben. So zeigten die arithmetischen
Mittelwerte der VWF-Fluoreszenzintensitaten in diesen Zelllinien keine signifikan-
ten Unterschiede auf. Die unverandert fortgefiihrte Expression eines solch gro-
Ben Proteins neben den fehlgefalteten FVIII-Proteinen in den stabil transduzier-
ten HHSEC konnte den ER-Stress verstarken und so zu einem weiteren Wachs-
tumsnachteil der transduzierten HHSEC-F8-Muations-Linie fuhren.

Ferner lieferte die routineméafRige optische Beurteilung des morphologischen Er-
scheinungsbildes der HHSEC mittels Mikroskopie eine sehr interessante Er-
kenntnis. Morphologische Veranderungen der kultivierten Zellen sind oft die ers-
ten Anzeichen fur auftretende Stressreaktionen, wie ungleichméfiges Wachs-
tums- und Proliferationsverhalten, Zellverdnderungen durch Transformation,
plotzlicher Zelltod oder Seneszenz der Kultur®’. Im Vergleich zu den anderen
stabil transduzierten HHSECs zeigten insbesondere die beiden Linien HHSEC _
KO_F8 2 und HHSEC_KO_F8 3 eine solche Veranderung der Zellmorphologie
auf. Die optische Dichte dieser sonst langgestreckten, spindelférmigen HHSEC
nahm in diesen beiden Zelllinien zu (rundlicheres Erscheinungsbild) und die Zel-
len schrumpften. Zudem waren im Kulturmedium deutlich mehr kleine membran-
umschlossene Abschnirungen zu sehen. Diese Beobachtungen entsprechen
den distinkten morphologischen Veranderungen des Apoptoseprozesses in der
Zellkulturi®?, Zwar erfolgte in dieser Arbeit keine direkte Nachweismethoden der
Apoptose, doch auch die vorliegenden MTT-Assay-Ergebnisse korrelieren mit
der Anzahl vitaler Zellen und zeigen ein Stagnieren im Wachstumsverhalten die-
ser Zelllinien.

Interessant ist diese Erkenntnis insofern, dass anzunehmen ist, dass in vivo
ebenfalls die F8-Mutationen bei Hamophilen zur Akkumulation von fehlgefalteten
FVIII im ER fahren und demnach auch die Endothelzellen in vivo einer solchen
stéandigen Stressreaktion mit Veranderung der Zellmorphologie ausgesetzt sein
mussen. Endothelzellen kleiden als einschichtige Plattenepithelzellen unter an-
derem Blut- und Lymphgefal3e aus. Eines der wichtigsten Funktionen von En-
dothelzellen ist die Bildung dichter Barrieren mittels Zell-Zell-Interaktionen zwi-
schen dem BlutgefaR und dem Extravasalraum?'?®. Aktuelle Forschungsarbeiten
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zeigen, dass die FVIII-Synthese in erster Linie und mdglicherweise ausschliel3-
lich eine Endothelfunktion ist!. Langzeitstudien zum Verlauf der Hamophilie wei-
sen darauf hin, dass trotz friihzeitig einsetzender regelmafliger prophylaktischer
FVIII-Substitution spontane Blutungsereignisse dennoch auftreten und die Ent-
wicklung einer hamophilen Arthropathie nicht ganzlich verhindert werden kann*0.
Eine Veranderung der Endothelzellmorphologie, aufgrund zugrundeliegender
F8-Mutationen und Akkumulation fehlgefalteter FVIII-Proteine bei Hamophilen,
konnte die notwendigen Zell-Zell-Interaktionen zur Aufrechterhaltung der Unver-
sehrtheit von GefaRwanden behindern und zu Leckagen fuhren. Derartige ,vor-
geschadigte* Gefallwande konnten eine mogliche Erklarung fur die vermehrten
Blutungsereignisse in insbesondere mechanisch beanspruchten Regionen bei
Hamophilie A-Betroffenen darstellen.

5.6 Ausblick

Die Gentherapie stellt im Gegensatz zu den bisherigen Therapieoptionen eine
maoglichst dauerhafte Anhebung des FVIII-Spiegels bis zur Normalisierung und
damit Heilung der Hamophilie A in Aussicht. Aufgrund der in dieser Arbeit durch-
gefuihrten Experimente konnten wichtige Voraussetzungen fur die Entwicklung
einer CRISPR/Cas9-basierten HA-Gentherapiestrategie etabliert werden.

Als Grundlage unseres in vitro HA-Zellmodells dienten in dieser Arbeit die pri-
maren humanen hepatischen sinusoidalen Endothelzellen (HHSEC). Mittels
stabiler Integration des Doxycyclin-induzierbaren LT-Onkogen konnte eine gut
charakterisierte, immortale HHSEC _LT-Zelllinie hergestellt werden, welche funk-
tionales FVIII-Protein exprimiert. Weiterhin konnte aufgezeigt werden, dass die
Immortalisierung in Abh&ngigkeit von Doxycyclin fur weiterfiihrende Experimente
in der Zellkultur essenziell ist, um Stressreaktionen der HHSEC, aufgrund rascher
Seneszenz und Apoptose, zu umgehen.

In Anlehnung an patientenspezifische F8-Mutationen mit Frameshift-Effekt wur-
den funf verschiedene SaCas9/sgRNA-CRISPR-Expressionsvektoren konstru-
iert und erfolgreich mittels rLV-Gentransfer in die immortalisierten HHSEC zur
Herstellung von HHSEC-F8-Mutations-Zelllinien transduziert. Die in dieser Arbeit

durchgefuhrte Charakterisierung der stabil transduzierten HHSEC-F8-Mutations-
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Zelllinien ermdglichte das Erlernen des Umganges mit der SaCas9/sgRNA-
CRISPR-Methode und die Ermittlung ihrer Effizienz in HHSEC.

In Zusammenschau aller vorliegenden Erkenntnissen empfehlen wir fur weiter-
fuhrende Arbeiten im Rahmen dieses HA-GT-Projektes die transiente Transduk-
tion ausschliel3lich der beiden Konstrukte pLCv2-Sa-F8-2 und pLCv2-Sa-F8-3
mittels IDLVs, deren Separierung in Einzelzellen und Expansion sowie erneute
Analyse. Auf diese Weise kbnnen mit grol3er Wahrscheinlichkeit HA-Zelllinien mit
jeweils einheitlichen genetischen F8-Mutationen ohne die konstitutive SaCas9-
Expression gewonnen werden, an welchen wiederum die SaCas9-CRISPR-ver-
mittelte Genreparatur mittels rAAV getestet werden kann. Mithilfe der in dieser
vorliegenden Arbeit etablierten FVIII-Detektionsmethoden, der IF-Mikroskopie
und der aPTT-bsierten FVIII-Aktivititsmessung, kann anschlielRend eine einfa-
che Validierung der GT-Strategie erfolgen.

Weiterhin konnte bei der Beurteilung des morphologischen Erscheinungsbildes
der stabil transduzierten HHSECSs eine optisch veranderte Zellmorphologie sowie
ein Wachstumsnachteil innerhalb der beiden Zellpools mit den héchsten Indel-
Generierungsraten und der am starksten verminderten FVIII:C beobachtet wer-
den, am ehesten aufgrund der erhdhten Stressreaktion dieser Zellen bei fehlge-
falteten, akkumulierenden FVIII-Proteinen. Die vorliegenden Beobachtungen las-
sen auch eine Verédnderung der Endothelzellmorphologie in vivo aus denselben
Grinden erwarten. Eine solche moglicherweise im menschlichen Organismus
vorliegende ,Vorschadigung® der GefaBwande bei HA-Patienten fihrt zur Formu-
lierung neuer Annahmen im Grundverstandnis der Erkrankung. Handelt es sich
bei der Hamophilie A nicht nur um eine Gerinnungsstorung, sondern auch um
eine vaskulare Erkrankung? Die Untersuchung dieser postulierten Hypothese er-
offnet vielversprechende, neuartige Optionen in der Hamophilie-Geschichte und

den Therapiemdoglichkeiten.
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Anhang

1 cDNA des F8-Gens
GATAAAAAGGAAGCAATCCTATCGGTTACTGCTTAGTGCTGAGCACATCCAGTGGGTAAAG

TTCCTTAAAATGCTCTGCAAAGAAATTGGGACTTTTCATTAAATCAGAAATTTTACTTTTTTC

CCCTCCTGGGAGCTAAAGATATTTTAGAGAAGAATTAACCTTTTGCTTCTCCAGTTGAACAT

Exon 1
TTGTAGCAATAAGTQatgcaaatagagctctccacctgcttctttctgtgccttttgcgattctgctitagtgccaccagaagatac |

Exonl
[Tacctgggtg cagtggaactgtcatgggactatatgcaaagtg atthggtg agctgcctgtggacg caaq atttcctcctag agtgc

caaaatcttttccattcaacacctcagtcgtgtacaaaaagactctgtitgtagaattcacggAtcaccttttcaacatcgctaagccaag

Exon 3
gccaccctggatgg IthtG ctaggtcctaccatccagqgctgaggtttatgatacagtggtcattacacttaagaacatgg cttcccatccl

Exon 3 Exon 4
Itgtcagtcttcatg ctgttggtgtatcctactggaaagcttctgag gl | gagctgaatatgatgatcagaccagtcaaagggagaaag aal

Exon 4
IgatgataaagtcttccCtggtggaagccatacatatgtctggcaggtcctg aaagagaatggtccaatggcctctg acccactgtgcctl

Exon 4 Exon 5
Itacctactcatatctttctcatqtqqacctqqtaaaaqacttqaattcaqqcctcattqqaqccctactaqtatqtaqaqaaql ggagtc

nS on6
ftggccaaggaaaag acacagaccttgcacaaatttatactactttttgctgtatttg atgaag || ggaaaagttggcactcag aaacaaal

Exon 6
[gaactccttgatg cagg atagggatgctgcatchctcggg cctggcctaaaatgcacacagtcaatggttatgtaaacaggtctctg |

Exon 7
lccagll gtctgattggatgccacaggaaatcagtctattg gcatgtgattggaatgggcaccactcctgaagtgcactcaatattcctcgal

Exon 7
IaggtcacacatttcttgtgaggaaccatcgccaggcgtccttggaAatctcgccaataactttccttactgctcaaacactcttg atggac |

Exon
Icttggacagtttctactgttttgtcatatctcttcccaccaacatg|| atggcatggaagcttatgtcaaagtagacagctgtccagaggaac|

Exon 8

|cccaactacgaatgaaaaataatgaagaagcggaagactatgatgatgatcttactgattctgaaatggatgtggtcaggtttgatgat |

Exon 8
|gacaactctccttcctttatccaaattcgctcaG ttgccaagaagcatcctaaaacttgggtacattacattgctgctgaagaggaggac |

Exon 9
|tgggactatgctcccttagtcctcgcccccgatg acag|Iaagttataaaagtcaatatttg aacaatggccctcagcggattggtaggaal

Exon 9
lgtacaaaaaagtccgatttatg gcatacacagatgaaacctttaagactcgtgaagctattcagcatgaatcaggaatcttgggacctt I

Exon 9 Exon 10
lactttatggggaagttggagacacactgttg]| attatatttaagaatcaagcaagcagaccatataacatctaCcctcacggaatcact|

Exon 10 Exon 11
|gatgtccgtcctttgtattcaag gagattaccaaaagj| gtgtaaaacatttgaaggattttccaattctgccaggagaaatattcaaatatal

Exon 11
Iaatggacagtgactgtag aagatgggccaactaaatcag atcctcggtgcctgacccgctattactctagtttcgttaatatggagaga|

Exon 11 Exon 12
lgatctagcttcaggactcattggccctctectcatctgctacaaagaatctgtagatcaaagaggaaaccad| ataatgtcaGACAA|

Exon 12
|GAGGaatgtcatcctgttttctgtatttgatgagaaccgaagctggtacctcacagagaatatacaaCGCtttctccccaatccagct |

Exon 12 Exon 13
logagtgcagcttgaggatccagagticcaagcectccaacatcatgcacal |gcatcaatggctatgttittgatagtttgcagttgtcagttt|

Exon 13
lgtttgcatgaggtggcatactggtacattctaagcattg gagcacag actgacttcctttctgtcttcttctctggatataccttcaaacacaa|

Exon 13
|aatggtctatg aagacacactcaccctattcccattctcaggagaaactgtcttcatgtcg atggaaaacccag| gtctatggattctggg

gtgccacaactcagactttcggaacagaggcatgaccgccttactgaaggtttctagttgtgacaagaacactggtgattattacgagg
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acagttatgaagatatttcagcatacttgctgagtaaaaacaatgccattgaaccaagaagcttctcccagaattcaagacaccctage
actaggcaaaagcaatttaatgccaccacaattccagaaaatgacatagagaagactgacccttgg Tttgcacacagaacacctat
gcctaaaatacaaaatgtctcctctagtgatttgttgatgctctigcgacagagtcctactccacatgggctatccttatctgatctccaaga
agccaaatatgagactttttctgatgatccatcacctggagcaatagacagtaataacagcctgtctgaaatgacacacttcaggccac
agctccatcacagtggggacatggtatttacccctgagtcaggcctccaattaagattaaatgagaaactggggacaactgcagcaa
cagagttgaagaaacttgatttcaaagtttctagtacatcaaataatctgatttcaacaattccatcagacaatttggcagcaggtactgat
aatacaagttccttaggacccccaagtatgccagttcattatgatagtcaattagataccactctatttggcaaaaagtcatctccccttac
tgagtctggtggacctctgagcttgagtgaagaaaataatgattcaaagttgttagaatcaggtttaatgaatagccaagaaagttcatg
gggaaaaaatgtatcgtcaacagagagtggtaggttatitaaagggaaaagagctcatggacctgctttgttgactaaagataatgcc
ttattcaaagttagcatctctttgttaaagacaaacaaaacttccaataattcagcaactaatagaaagactcacattgatggcccatcat
tattaattgagaatagtccatcagtctggcaaaatatattagaaagtgacactgagtttaaaaaagtgacacctttgattcatgacAGa
atgcttatggacaaaaatgctacagctttgaggctaaatcatatgtcaaataaaactacttcatcaaaaaacatggaaatggtccaaca
gaaaaaagagggccccattccaccagatgcacaaaatccagatatgtcgttctttaagatgctattcttgccagaatcagcaaggtgg
atacaaaggactcatggaaagaactctctgaactctgggcaaggccccagtccaaagcaattagtatccttaggaccagaaaaatct
gtggaaggtcagaatttcttgtctgagaaaaacaaagtggtagtaggaaagggtgaatttacaaaggacgtaggactcaaagagat
ggtttttccaagcagcagaaacctatttcttactaacttggataatttacatgaaaataatacacacaatcaagaaaaaaaaAttcagg
aagaaatagaaaagaaggaaacattaatccaagagaatgtagttttgcctcagatacatacagtgactggcactaagaatttcatga
agaaccttttcttactgagcactaggcaaaatgtagaaggttcatatgacggggcatatgctccagtacttcaagattttaggtcattaaat
gattcaacaaatagaacaaagaaacacacagctcatttctcaaaaaaaggggaggaagaaaacttggaaggcttgggaaatcaa
accaagcaaattgtagagaaatatgcatgcaccacaaggatatctcctaatacaagccagcagaattttgtcacgcaacgtagtaag
agagctttgaaacaattcagactcccactagaagaaacagaacttgaaaaaaggataattgtggatgacacctcaacccagtggtc
caaaaacatgaaacatttgaccccgagcaccctcacacagatagactacaatgagaaggagaaaggggccattactcagtctccc
ttatcagattgccttacgaggagtcatagcatccctcaagcaaatagatctccattacccattgcaaaggtatcatcatttccatctattag
acctatatatctgaccagggtcctattccaagacaactcttctcatcttccagcagcatcttatagaaagaaagattctggggtccaaga
aagcagtcatttcttacaaggagccaaaaaaaataacctttctttagccattctaaccttggagatgactggtgatcaaagagaggttg
gctccctggggacaagtgccacaaattcagtcacatacaagaaagttgagaacactgttctcccgaaaccagacttgcccaaaaca
tctggcaaagttgaattgcttccaaaagttcacatttatcagaaggacctattccctacggaaactagcaatgggtctcctggecatetgg
atctcgtggaagggagccttcttcagggaacagagggagcgattaagtggaatgaagcaaacagacctggaaaagttccctttctga
gagtagcaacagaaagctctgcaaagactccctccaagctattggatectcttgettgggataaccactatggtactcagataccaaa

agaagagtggaaatcccaagagaagtcaccagaaaaaacagcttttaagaaaaaggataccattttgtccctgaacgcttgtgaaa
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gcaatcatgcaatagcagcaataaatgagggacaaaataagcccgaaatagaagtcacctgggcaaagcaaggtaggactgaa
aggctgtgctctcaaaacccaccagtcttgaaacgccatcaacgggaaataactegtactactcttcagtcagatcaagaggaaattg
actatgatgataccatatcagttgaaatgaagaaggaagattttgacatttatgatgaggatgaaaatcagagcccccgcagctttcaa
aagaaaacacgacactattttattgctgcagtggagaggctctgggattatgggatgagtagctccccacatgtictaagaaacag gg

ctcagagtggcagtgtccctcagticaagaaagttgtttccaggaatttactgatggcetectttactcagcccttataccgtggagaacta |

Exon 15
laatgaacatttgggactcctg gggccatatataagagcagaagttgaagataatatcatg gtaactttcagaaatcaggcctctcgtcc]

|ctattccttctattctagccttatttcttg{aggl:fgaagatcagaggcaaggagcagaacctagIaaaaaactttgtcgg(a%é?aatgaaac |
|caaaacttacttttggaaagtgcaacatcatatggcacccac%ggr%%tg agtttgactgcaaagcctgggcttatttctctgatgttgac |
ctg gaaaaagatgtgcactcaggcctgattggaccccttctEgXSFc%Sccacactaacacactgaaccctgctcatgggagacaagtd;
gtacaggaatttgctctgtttttcaccatctttgatgagaccg(gg;;ctggtacttcactgaaaatatggaaagaaactgcagggct |
|ccctgcaatatccagatggaagatcccacttttaaagagaatEt;?gngttccatg caatcaatggctacataatggatacactacctgd

Exon 17 Exon 18
|cttagtaatggctcag gatcaaaggattcgatggtatctg ctcagcatgggcagk:batgaaaacatccattctattcatttcagtggacat|

Exon 18
lgtgttcactgtacgaaaaaaAg aggagtataaaatggcactgtacaatctctatccag gtgtttttgag acagtggaaatgttaccatcl

Exon 18 Exon 19
Eaaagctggaatttggcgggtggaatgccttattggcgagcatctacatgctgggatggﬁcacactttttctggtgtacagcaata agtgl

Exon 19
[tcagactcccctgggaatggcttctggacacattag agattttcagattacagcttcaggacaatatg gacagtgggccccaaﬁgctg|

Exon 20 Exon 21
|gccagacttcattattccggatcaatcaatgcctggagcaccaaggagcccttttcttggatcaag dtggatctgttggcaccaatgattl

Exon 21 Exon 22
|attcacggcatcaagacccagggtgcccgtcagaagttctccagcctctacatctctcagtttatcatbatgtatagtcttgatgggaaga |

Exon 22
|agtggcagacttatcgaggaaattccactgg aaccttaatg gtcttctttggcaatgtggattcatctgggataaaacacaatatttttaaq

Exon 22 Exon 23
|cctccaattattgctcgatacatccgtttgcacccaactcattdtagcattcgcagcactcttcgcatggagttgatgggctgtgatttaaat |

Exon 23
|a gttgcagcatgccattgggaatggagagtaaag caatatcagatgcacagattactgcttcatcctactttaccaatatgtttgccaccl

Exon 24
|g_{ytctccttcaaaag ctcgacttcacctccaagggaggagtaatgcctggagacctcag gtgaataatccaaaag agtggctgcaal

Exon 24 Exon 25
|gtggacttccagaag acaatgaaagtcacag gagtaactactcagggagtaaaatctctgcttaccagcatgtatgtgaag gagttcc |

Exon 25
|tcatctccagcagtcaagatggccatcagtggactctcttttttcag aatggcaaagtaaag gtttttcaggg aaatcaagactccttcacl

Exon 25
|acctgtggtgaactctctag acccaccgttactgactcgctaccttcgaattcacccccaga]gttgggtgcaccag attgccctgaggat

ggaggttctgggctgcgaggcacaggacctctactga GGGTGGCCACTGCAGCACCTGCCACTGCCGTCA
CCTCTCCCTCCTCAGCTCCAGGGCAGTGTCCCTCCCTGGCTTGCCTTCTACCTTTGTGCTA
AATCCTAGCAGACACTGCCTTGAAGCCTCCTGAATTAACTATCATCAGTCCTGCATTTCTTT
GGTGGGGGGCCAGGAGGGTGCATCCAATTTAACTTAACTCTTACCTATTTTCTGCAGCTGC
TCCCAGATTACTCCTTCCTTCCAATATAACTAGGCAAAAAGAAGTGAGGAGAAACCTGCAT

GAAAGCATTCTTCCCTGAAAAGTTAGGCCTCTCAGAGTCACCACTTCCTCTGTTGTAGAAA
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AACTATGTGATGAAACTTTGAAAAAGATATTTATGATGTTAACATTTCAGGTTAAGCCTCATA
CGTTTAAAATAAAACTCTCAGTTGTTTATTATCCTGATCAAGCATGGAACAAAGCATGTTTCA
GGATCAGATCAATACAATCTTGGAGTCAAAAGGCAAATCATTTGGACAATCTGCAAAATGG
AGAGAATACAATAACTACTACAGTAAAGTCTGTTTCTGCTTCCTTACACATAGATATAATTAT
GTTATTTAGTCATTATGAGGGGCACATTCTTATCTCCAAAACTAGCATTCTTAAACTGAGAAT
TATAGATGGGGTTCAAGAATCCCTAAGTCCCCTGAAATTATATAAGGCATTCTGTATAAATG
CAAATGTGCATTTTTCTGACGAGTGTCCATAGATATAAAGCCATTTGGTCTTAATTCTGACC
AATAAAAAAATAAGTCAGGAGGATGCAATTGTTGAAAGCTTTGAAATAAAATAACAATGTCT
TCTTGAAATTTGTGATGGCCAAGAAAGAAAATGATGATGACATTAGGCTTCTAAAGGACATA
CATTTAATATTTCTGTGGAAATATGAGGAAAATCCATGGTTATCTGAGATAGGAGATACAAA
CTTTGTAATTCTAATAATGCACTCAGTTTACTCTCTCCCTCTACTAATTTCCTGCTGAAAATA
ACACAACAAAAATGTAACAGGGGAAATTATATACCGTGACTGAAAACTAGAGTCCTACTTAC
ATAGTTGAAATATCAAGGAGGTCAGAAGAAAATTGGACTGGTGAAAACAGAAAAAACACTC
CAGTCTGCCATATCACCACACAATAGGATCCCCCTTCTTGCCCTCCACCCCCATAAGATTG
TGAAGGGTTTACTGCTCCTTCCATCTGCCTGACCCCTTCACTATGACTACACAGAATCTCCT
GATAGTAAAGGGGGCTGGAGACAAGGATAAGTTATAGAGCAGTTGGAGGAAGCATCCAAA
GATTGCAACCCAGGGCAAATGGAAAACAGGAGATCCTAATATGAAAGAAAAATGGATCCCA
ATCTGAGAAAAGGCAAAAGAATGGCTACTTTTTTCTATGCTGGAGTATTTTCTAATAATCCT
GCTTGACCCTTATCTGACCTCTTTGGAAACTATAACATAGCTGTCCAGTATAGTCACAATCC
ACAAATGATGCAGGTGCAAATGGTTTATAGCCCTGTGAAGTTCTTAAAGTTTAGAGGCTAAC
TTACAGAAATGAATAAGTTGTTTTGTTTTATAGCCCGGTAGAGGAGTTAACCCCAAAGGTGA
TATGGTTTTATTTCCTGTTATGTTTAACTTGATAATCTTATTTTGGCATTCTTTTCCCATTGAC
TATATACATCTCTATTTCTCAAATGTTCATGGAACTAGCTCTTTTATTTTCCTGCTGGTTTTTC

AGTAATGAGTTAAATAAAACATTGACACATAC

In Rot hervorgehobene Grol3buchstaben: Regionen bekannter patienten-
spezifischer F8-Mutationen (Quelle: EAHAD-Datenbank).
In Gelb hervorgehoben: PAM-Sequenz (NNGRRT).
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2 Plasmidkarten

LacO

ColE1 origin

pRRLsinPPT TRE SV40LT

M13 origin

F1 ori 9976 bp
LacZ alpha

M13-fwd

SV40 LargeT antigen

rnTA reverse Tet Repressor

misc_feature

misc_feature
misc_feature

misc_feature

misc_feature

misc_feature

rep_origin
misc_binding

primer_bind

pLentiCRISPR v2_sa_Puro

13970 bp
rep_origin

misc_feature
misc_feature
misc_feature
cPPT

misc_feature

misc_feature misc_feature

misc_feature NLS

misc_feature

P2A
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3 Geschlechtsdetermination

1 Kb-DNA-Marker
OCI-AML3
MOLM13

HHSEC

THP1
ML2
EOL1
U937
H,0

Nachweis des SRY-Gens
auf dem Y-Chromosom

Nachweis des ARAF-Gen
auf dem X-Chromosom
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4 Kumulatives Wachstumsassay der HHSEC LT (Primardaten)

G/89t'€8LE
=20 « 00521 Z'0 = 00005/00001 00001 000G 000G 000G1 Il
GLEVE L16G]
=GZ'0+0G8292 | GZ2'0 = 0000S/00SZ1 0062l 000G 0000¢ 00002 €l
G/£'699€9 GZS0
= G260 « 061.G = 00006/06€9¢ 06¢92 00G6¢¢ 0000€ 0000€ 0l
Glclcl GGLL
=GGL‘L » 000501 = 0000G/0G. .G 0G./G 000€E 0G/€9 061G l
000501l = L2 « 0000S | 1°Z = 0000S/000S0}) 000G01 00068 000G | 000G 1 €
0 | = 0000S/0000S 00008 00006 00008 000086 0
¢/(EN+2N
wnjsyodeps | Bunuyoalag-iopjed + LN) = UamanIN €N ‘N LN | bBel
uijoAaAxoqg auyo H3SHH
€L+3$98°C = 2GG60°968 9../¥082v 0969£G8¢ ¢6Sc.0.V 08¥G61 .G
2GG60°9G8 « 09761 PEL = 00008/9..+08¢t Il
OL+3a¥SHe’E Z68€'89¢ 09r6lLyEl 00cE9.EL 0¢/.G/0¢€1 0091601
= 268£°89¢ » 00¥8..2 = 00008/09v61L¥E1 €l
6GELVOYCI 89G°GG 00¥8..2 0080++E 0091661 0009LlLe
= 89G'GS « 00S6E.L = 00006/00v8..¢ 1]
0GlLEYC 6.¥l 00G6Eg. 000¢8. 000.69 000626
=6.¥L «» /99°9991GLC = 0000G/00G6E . l
0G91G1 €€0°E £/99°9991G1 00001 000041 000G 1
= €€0°E » 0000S | = 0000S//99°9991G| €
0 | =0000S/00005 000058 00006 00008 000056 0
¢/(EN+2N
wnjsyosep) | Bunuyosiag-iopje + IN) = Lsm|apIN cN ZN LN | Bel
uifpAoAxoq yw 93SHH
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5 aPTT-basierte FVIII-Aktivitditsmessung der HHSEC

Protokoll: aPTT-basierte FVIII:C im HHSEC-Zelluberstand

In einer 6-Well-Platte wurden 1*10® HHSEC in Kulturmedium mit 1 pg/mL Doxy-
cylin ausgelegt. Am nachsten Tag wurde das Medium vorsichtig abgenommen,
die Zellen grundlich mit PBS gewaschen und in jedes Well ein 1 mL Optimem mit
1% P/S hinzugeben, in welchem die Zellen fur 24 h bei 37°C inkubiert wurden.
Anschliel3end wurden drei nachfolgend aufgefiihrte Verfahren getestet. Die Mes-
sung der FVIII:C erfolgte stets im Gerinnungslabor der Universitatsklinik Frankfurt
im vollautomatisiertem ACL TOP 700 von Instumentation Laboratory.

(1) Nach der Inkubationszeit wurde der ZU vorsichtig abgenommen, unveran-
dert auf Eis gestellt und anschlieRend sofort die FVIII:C bestimmt.

(2) Nach der Inkubationszeit wurde der ZU vorsichtig abgenommen, tiber ei-
nen Mikrofilter (0,45um) in ein neues Reaktionsgefal filtriert, auf Eis ge-
stellt und anschlielRend sofort die FVIII:C bestimmt.

(3) Nach der Inkubationszeit wurde der ZU vorsichtig abgenommen, zentrifu-
giert (15000 rpm, 5Min., RT), der Uberstand in ein neues Reaktionsgefafr

Uberfuhrt, auf Eis gestellt und anschliel3end sofort die FVIII:C bestimmt.

FVIII-Aktivitat (FVII:C) in %
(1) 2) 3)
HHSEC KO _NTC 91,9 % 2,6 8,9
HHSEC KO F8 1 65,1 % 1,6 % 7.4 %
HHSEC_KO_F8 2 51,1 % 1,4 % 6,4 %
HHSEC_KO_F8 3 35,2 % 1,2 % 6,2 %
HHSEC KO F8 4 67,5 % 1,8% 6,9 %
HHSEC_KO_F8 5 76 % 2,0 % 6,9 %
HHSEC_KO_F8 1/3/5 | 38,1 % 1,3% 6,2 %
HEK293T 0% 0 % 0 %
Leerwert 0% 0% 0%

= (1) lieferte die besten Ergebnisse!
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aPTT-basierte FVIII:C-Messung der ZU-Verdiinnungsreihe von HHSEC_WT

FVIII-Aktivitat (%)

Leerwert 0

100% Zelltberstand 73,3
50% Zelliberstand 33,5
25% Zelliberstand 14,5

12,5% Zelliiberstand 6,37

6,25% Zelluberstand Nicht messbar

3,125% Zelliberstand Nicht messbar

aPTT-basierte FVIII:C-Messung der stabil transduzierten FVIII-F8-Mutati-

ons-Zelllinien

FVIII-Aktivitat (%)

Leerwert 0

HHSEC WT 102
HHSEC KO F8 1 84,1
HHSEC_KO F8 2 42,7
HHSEC_KO_F8 3 36,7
HHSEC_KO_F8 4 78,7
HHSEC_KO F8 5 74,5
HHSEC_KO F8 1/3/5 |38,1
HHSEC_KO_NTC 98,9
HEK293T 0
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6 Detektion des FVIII-Antigens mittels ELISA
Verwendetes Kit: Matched-Pair Antibody Set — F8C-EIA von Affinity Biologi-

cals™ INC., Ontario, Kanada

Standard-Einstellungen bei allen Absorptions-Messungen:

Shaking (Orbital) Duration: 60 s
Shaking (Orbital) Amplitude: 1 mm
Label: MTT

Mode: Absorbance

Wavelength: 490 nm

Bandwidth: 9 nm

Number of Flashes: 25

Settle Time: 0 ms

Kovaltry-Standardkurve (Priméardaten)

FVIIl-Menge Absorption (A) Mittelwert = Mittelwert -
(IE/ml) N1 N2 (N1L+N2)/2 | Leerwert
2,030200005 1,973500013 | 2,00185 2,00185 - 0,0494
0,72 = 1,95245
1,352599978 1,413900018 | 1,38325 1,38325 - 0,0494
0,36 =1,33385
0,897199988 | 0,89200002 0,8946 0,8946 - 0,0494
0,18 = 0,8452
0,560199976 | 0,0502 0,5602 0,5602 - 0,0494
0,09 =0,5108
0,326499999 | 0,330599993 | 0,32855 0,32855 - 0,0494
0,045 =0,27915
0,221599996 | 0,215700001 | 0,21865 0,21865 - 0,0494
0,0225 =0,16925
0,138099998 | 0,134800002 | 0,13645 0,13645 - 0,0494
0,01125 = 0,08705
0 (Leerwert) | 0,050099999 | 0,048700001 | 0,0494
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ZsP0Z'0=6/(S5219Z'0 + GS621°0 + 269L°0 + L9¥L 0 + 6+92°0) = PunuunpisAzenIa|aIN
26650 =6 /(210 + 89LE‘0 + SELLE D + SOVEZ 0 + ¥ 0) =PunuunpsnaliIs|IN
866850 =6 /(26220 + 51950 + LGOS 0 + G66Z¥'0 + 912.0) = BunuurpeAs/iiaja)N
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Blutproben (Primardaten)

G/192°0 | 100090SZ'0 | 5866682.2°0 1¥'0 | 66665/9¥°0 1000VZLY0 /62/'0 | 6200068120 | €/666%0%.L0 | G Pueqold

GG641°0 | 000006410 | ¥6666008L°0 891€'0 | 80000S91E0 | 886660LLED GGL9S'0 | /6666LEAS°0 | 986668655°0 | ¥ pueqold

/69L°0 | £00000€9L°0 | 90000+9.L°0 GELLE'D | 6666690LE°0 | 900000ZLED LGOS0 | GL000+#0S'0 | 6000085050 | € Pueqoid
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z/log +cqa) Z/lva+ca) Zilza+19)
= LOMISIIN og (3 = LSMISIHIN ve £d = LOMIBIIN zd A ]
Bunuunpiap-ze/lL Bunuunpiap-9L/] Bunuunpiap-g/L
(v) uondiosqy aqoidinig




7 Transduktionseffizienz der SaCas9-CRISPR-Vektoren in

HHSEC mittels lentiviralen Gentransfer

Tag 0: In einer 12-Well-Platte wurden 3,3 x 10* Zellen in jeweils zehn Vertie-
fung ausgesat.

Tag 1: Nach dem Absetzten der adharenten Zellen wurde das Medium abge-
nommen, die Zellen mit 1 mL PBS grindlich gewaschen und anschlie3end mit
verschiedenen Verdiinnungen des rLV-ZU F8_NTC nachfolgendem Schema fir

72 h inkubiert:

1

Neg. Kontrolle
1mL Medium

+ 500pL LV-

+ 250pL LV- +125uL LV-
Uberstand Uberstand

Uberstand

ohne Puromycin

+ 500pL LV-

dium + 62,5uL 3
Uberstand

_______________________

mit Puromycin

E
937,5uL Me-
dium + 62,5uL

+ 250pL LV-
Uberstand

+125pL LV-
Uberstand

Tag 4: Nach der Inkubationszeit wurden die Zelluberstande vorsichtig enthnom-
men, jedes Well griindlich mit PBS gewaschen und anschlieBend jeweils 1 mL
frisches Kulturmedium in jedes Well hinzugegeben. In den Wells A — E wurde
zusatzlich jeweils 0,5 pg/mL Puromycin hinzugefugt und fir 24 h inkubiert.

Tag 5: Nach der Inkubationszeit von 24 h wurde die Gesamtzahl jeder einzelnen

Vertiefung bestimmt:

Ohne Puromycin-Selektion Mit Puromycin-Selektion
Well Gesamt-Zellzahl Well Gesamt-Zellzahl
1 300000 A 130000
2 280000 B 240000
3 275000 C 220000
4 230000 D 180000
5 305000 E 170000

Berechnung der Transduktionseffizienz: Die Transduktionseffizienz wurde ftr

jede Verdinnungsstufe separat bestimmt, indem von der Gesamtzahl der mit
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Puromycin selektierten Verdinnungsstufe die Gesamtzahl der mit Puromycin se-

lektierten negativ Kontrolle (Well A) subtrahiert wurde. Die Differenz wurde durch

die Gesamtzahl derselben Verdinnungsstufe ohne Puromycin dividiert.

1:1-Verdinnungsstufe:

Gesamtzahl (B) — Gesamtzahl (4)
Gesamtzahl (2)
240000 — 130000
N 280000 ~ &

TE (1:1) =

3929

3:1-Verdinnungsstufe:

Gesamtzahl (C) — Gesamtzahl (A)
Gesamtzahl (3)
220000 — 130000
N 275000

TE (3:1) =

= 0,3273

7:1-Verdinnungsstufe:

Gesamtzahl (D) — Gesamtzahl (A)
Gesamtzahl (4)
180000 — 130000
- 230000

TE (3:1) =

=0,2174

15:1-Verdinnungsstufe :

Gesamtzahl (E) — Gesamtzahl (A)
Gesamtzahl (5)
170000 — 130000
N 305000

TE(3:1) =

=0,1311

Ergebnis: In dieser Arbeit wurden die hergestellten verschiedenen SaCas9-

CRISPR-Vektoren mittels lentiviralen Gentransfer in einem Verhaltnis von 1:1

(rLV-ZU : HHSEC-Kulturmedium) in HHSEC transduziert und anschlieRend mit

0,5 ug/mL Puromycin selektiert. Demnach betrug die Transduktionseffizienz

hier ca. 40%.
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8 FVIlI-Fluoreszenzintensitat der stabil transduzierten HHSEC-

F8-Mutations-Zelllinien

Primardaten

Zelllinie Gemessene MFlrviy Mittelwert
Duplikate / Triplikate
HHSEC_WT 46740 38154 / 42447
HHSEC_KO_F8_NTC 39854 41854 / 40854
HHSEC_KO_F8_1 26955 29888 / 28421,5
HHSEC_KO_F8_2 23965 16844 / 20404,5
HHSEC_KO_F8_3 10756 18348 18499 15867,7
HHSEC_KO_F8_4 34562 20116 28934 18226,3
HHSEC_KO_F8_5 20411 41247 33512 31723,3

Statistische Auswertung

Der statistische Vergleich erfolgte in diesem Fall mithilfe der GraphPad Prism6-

Software unter Verwendung der einfachen Varianzanalyse (ANOVA):

e Number of families: 1

¢ Number of comparisons per family: 5
e Alpha: 0,05

Holm-Sidak's multiple comparisons test

Mean Diff. Significant? Summary

NTC vs. KO1 13,49 No ns
NTC vs. KO2 21,51 Yes *
NTC vs. KO3 26,05 Yes *
NTC vs. KO4 14,05 No ns
NTC vs. KO5 7,614 No ns
Test details

Mean 1 | Mean 2 | Mean Diff, SE of diff, nl | n2 |t DF
NTC vs. KO1 41,92 28,42 13,49 6,474 3 2 2,085 | 10
NTC vs. KO2 41,92 20,4 21,51 6,474 3 2 3,323 | 10
NTC vs. KO3 41,92 15,87 26,05 5,79 3 3 | 4,499 | 10
NTC vs. KO4 41,92 27,87 14,05 5,79 3 3 2,426 | 10
NTC vs. KO5 41,92 34,3 7,614 5,79 3 3 1,315 | 10
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9 MTT-Assay

Absorptionsmessung mittels Infinite 200Pro (Priméardaten)

Standard-Einstellungen bei allen Absorptions-Messungen:
- Shaking (Orbital) Duration: 30 s
- Shaking (Orbital) Amplitude: 1 mm
- Label: MTT
- Mode: Absorbance

- Wavelength: 550 nm

- Bandwidth: 9 nm

- Number of Flashes: 25

- Settle Time: 0 ms

TAGO

Replikate

Leerwert

WT

KO_2

KO_3

0,123999998

0,143900007

0,177300006

0,176699996

0,124099998

0,146500006

0,181999996

0,150299996

0,122599997

0,137799993

0,184499994

0,159999996

0,116700001

0,143099993

0,183599994

0,139799997

0,117299996

0,152199998

0,160199996

0,150499993

1
2
3
4
5
6

0,123699997

0,140100002

0,149700001

0,151199996

kate

Mittelwertrepii-

0,121399998

0,143933333

0,172883331

0,154749996

Mittelwertrepii- | O 0,022533335 0,051483333 0,033349998
kate - Mittel-

Wert eerwert

TAG 2

Replikate Leerwert WT KO_2 KO_3

1 0,118900001 0,187399998 0,230800003 0,187099993
2 0,112999998 0,182799995 0,262400001 0,205599993
3 0,116700001 0,183699995 0,244200006 0,190500006
4 0,117200002 0,175400004 0,243499994 0,204500005
5 0,116800003 0,178599998 0,246600002 0,179100007
6 0,120399997 0,152799994 0,229300007 0,193100005

kate

Mittelwertrepii-

0,117166667

0,176783331

0,242800002

0,193316668

kate — M'ttel'

WertLeerwert

Mittelwertrepii-

0,059616664

0,125633335

0,076150001
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TAG 4

Replikate Leerwert WT KO_2 KO_3

1 0,113600001 0,288100004 0,279199988 0,324000001
2 0,108499996 0,283600003 0,109300002 0,244599998
3 0,110399999 0,221699998 0,320199996 0,248300001
4 0,105400003 0,250999987 0,310699999 0,273699999
5 0,112699997 0,248600006 0,333999991 0,237100005
6 0,117200002 0,238000005 0,360900015 0,225500003

Mittelwertrepii-

kate

0,111300001

0,255166667

0,285716665

0,258866668

Mittelwertrepii- | O 0,143866668 0,174416666 0,147566668
kate - Mittel-

Wert eerwert

TAG 6

Replikate Leerwert WT KO_2 KO_3

1 0,164800003 0,500699997 0,726700008 0,424899995
2 0,157600001 0,586799979 0,520799994 0,322400004
3 0,167500004 0,486099988 0,453799993 0,35800001
4 0,162200004 0,466100007 0,518299997 0,390100002
5 0,164100006 0,539900005 0,502399981 0,377099991
6 0,163200006 0,490999997 0,494700015 0,374599993

Mittelwertrepii-

kate

0,163233337

0,511766662

0,536116665

0,374516666

Mittelwertrepii-

kate — Mltt6|-

Werty eerwert

0,348533325

0,372883327

0,211283329

Normalisierung der Absorptionsmessungen

Mittelwerte der Absorption (A) bei 550 nm

Tag | WT KO_2 KO 3
0 0,022533335* 0,051483333* 0,033349998*
2 0,059616664* 0,125633335* 0,076150001*
4 0,143866668* 0,174416666* 0,147566668*
6 0,348533325* 0,372883327* 0,211283329*
Relative Absorption bei 550 nm (normalisiert zu Tag 0)
Tag | WT KO_2 KO_3
0 0,022533335/ 0,051483333/ 0,033349998 /

0,022533335=1

0,051483333 =1

0,033349998 = 1
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0,059616664 /
0,022533335 =
2,64571015

0,125633335/
0,051483333 =
2,44027222

0,076150001 /
0,033349998 =
2,28335832

0,143866668 /
0,022533335 =
6,38461648

0,174416666 /
0,051483333 =
4,03528676

0,147566668 /
0,033349998 =
4,42478771

0,348533325/
0,022533335 =
15,4674573

0,372883327 /
0,051483333 =
7,24279743

0,211283329 /
0,033349998 =
6,33533223

* MitteIWertReplika[e - MittelwertLeerwert

Statistische Auswertung
Der statistische Vergleich des Einflusses einer Variablen mit verschiedenen
Gruppen erfolgte in diesem Fall mithilfe der GraphPad Prism6-Software unter
Verwendung der zweifachen Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferoni-Post-hoc-
Test:

e Number of families: 4

e Number of comparisons per family: 3

e Alpha: 0,05

Test details
Mean 1 Mean 2 Mean Diff, SE of diff,

Row 1
WT vs. KO_2 1 1 7,95E-08 0,5738
WT vs. KO_3 1 1 4,97E-08 0,5738
KO_2vs.KO_3 |1 1 -2,98E-08 0,5738
Row 2
WT vs. KO_2 2,646 2,44 0,2054 0,5738
WT vs. KO_3 2,646 2,283 0,3624 0,5738
KO_2vs.KO_3 | 244 2,283 0,1569 0,5738
Row 3
WT vs. KO_2 6,385 4,035 2,349 0,5738
WT vs. KO_3 6,385 4,425 1,96 0,5738
KO_2vs. KO_3 | 4,035 4,425 -0,3895 0,5738
Row 4
WT vs. KO_2 15,47 7,243 8,225 0,5738
WT vs. KO_3 15,47 6,335 9,132 0,5738
KO_2vs. KO_3 | 0,9075 -0,5059 t0 2,321 | No ns
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Test details

Mean 1 | Mean 2 | Mean Diff | SE of diff N1 | N2 |t DF
Row 1
WT vs. KO_2 1 1 7,95E-08 0,5738 6 1,39E-07 | 60
WT vs. KO_3 1 1 4,97E-08 0,5738 6 6 8,66E-08 | 60
KO_2vs.KO 3 |1 1 -2,98E-08 | 0,5738 6 5,19E-08 | 60
Row 2
WT vs. KO_2 2,646 2,44 0,2054 0,5738 6 |6 |0,358 60
WT vs. KO_3 2,646 2,283 0,3624 0,5738 6 0,6314 60
KO 2vs.KO 3 | 2,44 2,283 0,1569 0,5738 6 |6 |02734 60
Row 3
WT vs. KO_2 6,385 4,035 2,349 0,5738 6 4,094 60
WT vs. KO_3 6,385 4,425 1,96 0,5738 6 3,415 60
KO_2vs. KO_3 | 4,035 4,425 -0,3895 0,5738 6 0,6788 60
Row 4
WT vs. KO_2 15,47 7,243 8,225 0,5738 6 14,33 60
WT vs. KO_3 15,47 6,335 9,132 0,5738 6 15,91 60
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