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1. Einleitung

1.1. Das CRISPR/Cas9-System

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung des CRISPR/Cas9-Systems zur
Erzeugung Connexin-defizienter Stammzellen. Das CRISPR/Cas-System wurde
Ende der 1980er-Jahre urspringlich in Bakterien entdeckt (Ishino et al. 1987). Es
stellt ein RNA-vermitteltes, adaptives Immunsystem (Karginov und Hannon 2010)
von Prokaryonten wie Bakterien und Archeae gegen eindringende Viren und
Plasmide dar (Barrangou et al. 2007; Horvath und Barrangou 2010; Lillestol et al.
2006; Marraffini und Sontheimer 2008; Sapranauskas et al. 2011; Sorek et al.
2008; Terns und Terns 2011). Aufgrund des grof3en Selektionsdrucks haben die
Prokaryoten einen Mechanismus entwickelt, Fragmente fremder viraler DNA in
ihr eigenes Genom zu intergieren. Die Fremd-DNA wird auf diesem Wege bei
erneutem Virenbefall wiedererkannt und von Nukleasen gespalten und somit
unschadlich gemacht (Garneau et al. 2010). Diese Methode macht man sich
heutzutage in der Forschung zunutze, um DNA gezielt zu schneiden und zu

verandern.

1.1.1. Die Funktionsweise des CRISPR/Cas9-Systems

Es gibt drei Typen von CRISPR/Cas-Systemen (Makarova et al. 2011a;
Makarova et al. 2011b). Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem
CRISPR/Cas-System des Streptococcus pyogenes (Typ II).

Der CRISPR-Locus ist ein DNA-Locus, der durch kurze repetitive DNA-
Sequenzen (Palindrome) von meist 21-47 Basenpaaren gekennzeichnet ist
(Godde und Bickerton 2006). Diese Palindrome sind durch sogenannte Spacer
mit einer variablen Lange von ca. 15-70 bp getrennt (Jansen et al. 2002), in den
meisten Fallen sind es 32-38 bp. Sie stammen von gezielt integrierter
extrachromosomaler DNA (Bolotin et al. 2005; Mojica et al. 2005; Pourcel et al.
2005). Dieser Aufbau erklart die Bezeichnung CRISPR = Clustered regulary
interspaced short palindromic repeats (Jansen et al. 2002; Mojica et al. 1995)

(Abbildung 1). Die dem CRISPR-Locus vorgeschaltete Sequenz (Leader-
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Sequenz) dient als Promotor flr dessen Expression. Die Cas (CRISPR-
associated) -Gene wiederum befinden sich direkt vor der Leader-Sequenz. Die
palindromischen Sequenzen des CRISPR-Locus bewirken nach Transkription
die Ausbildung von stabilen, haarnadelformigen RNA-Sekundarstrukturen
(Barrangou und Marraffini 2014). Die Bestandteile des CRISPR-Locus, namlich
die Palindrome, Spacer, Leader-Sequenzen und Cas-Gene sind in ihrer Grole,
Lage und Auspragung variabel (Bachellier et al. 1997; Grissa et al. 2007; Lupski
et al. 1996; van Belkum et al. 1998). Aullerdem ist die Anzahl der Spacer-
Sequenzen und der Palindrome zwischen verschiedenen Bakterienstammen
meist unterschiedlich (van Embden et al. 2000). Eng miteinander verwandte
Bakterienarten zeigen gleiche Muster der repetitiven Sequenzen und der
angrenzenden DNA-Abschnitte, wobei artfremde Bakterien keine Ahnlichkeiten

diesbezuglich aufweisen (Kamerbeek et al. 1997; Mojica et al. 1995).

Bei Erstkontakt mit dem Erbgut von Viren wie bspw. Bakteriophagen, nehmen
die Bakterien in der adaptiven Phase eine kurze Sequenz der Fremd-DNA in ihr
eigenes Genom auf. Diese Sequenz wird vor das proximale Ende eines
Palindroms innerhalb des CRISPR-Locus integriert (Bhaya et al. 2011; Terns und
Terns 2011; Wiedenheft et al. 2012) (Abbildung 1). In der Folge kommt es zur
Transkription der repeat-spacer-Elemente in eine gemeinsame, lange pre-crRNA
(precursor CRISPR RNA). Diese pre-crRNA wird nun mit Hilfe der RNase Il bzw.
mit Hilfe von Cas-Hilfsproteinen in kurzere crRNAs prozessiert (Brouns et al.
2008; Carte et al. 2010; Carte et al. 2008; Deltcheva et al. 2011). Dazu lagern
sich an jeden sich palindromisch wiederholenden DNA-Abschnitt Hilfs-RNAs, die
base-paired to transactivating crRNAs (tracrRNAs) an (Gasiunas et al. 2012)
(Abbildung 2). Die crRNA und tracrRNA weisen zueinander komplementare
Sequenzabschnitte auf. Bei der jeweiligen crRNA liegt der komplementare
Abschnitt direkt stromabwarts der Spacer-Sequenz. Die tracrRNA triggert nun die
Prozessierung der crRNAs durch die RNase Il (Deltcheva et al. 2011; Gottesman
2011; Jinek et al. 2012). Der Komplex aus tracrRNA und crRNA schlief3t sich mit
Cas9 zusammen, es entsteht der CRISPR Ribonukleoproteinkomplex (crRNP).
Somit wird Cas9 aktiviert (Jinek et al. 2012; Sapranauskas et al. 2011) und weist
ihm den Weg zu den zu spaltenden DNA-Abschnitten (Brouns et al. 2008; Lintner
2



etal. 2011; Semenova et al. 2011; Sternberg et al. 2014; Wiedenheft et al. 2011a;
Wiedenheft et al. 2011b). Dabei lagert sich der crRNA:tracrRNA Komplex Uber
die crRNA komplementar an die eindringende fremde DNA an (Abbildung 2).
Cas9 erkennt dabei eine bestimmte Sequenz auf der Fremd-DNA, namlich die
PAM-Sequenz (protospacer adjacent motif) (Sternberg et al. 2014). Diese stellt
fur Cas9 des Streptococcus pyogenes (SpCas9) die Sequenz 5'-NGG-3‘ dar
(Kleinstiver et al. 2015). Hier folgt (von 5° zu 3°) einem beliebigen Nukleotid zwei
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Abbildung 1: Das CRISPR/Cas-System. Das CRISPR/Cas-System als Abwehr
gegen fremde DNA. Fur die Abwehr ist das Zusammenspiel von crRNAs und Cas-
Proteinen verantwortlich. Die unterschiedlich fungierenden Cas-Gene sind farblich
markiert: Erfassung und Einbau von Spacern (Teile der Fremd-DNA) (gelb),
Verarbeitung der crRNA (pink), crRNA Zusammensetzung (blau), Abbau der Fremd-
DNA (lila). In grau sind die beteiligten Komponenten dargestellt, die nicht zu den
Cas-Proteinen gehdren (van der Oost et al. 2014).



Cas9 besitzt zwei Endonukleasedomanen (HNH und RuvC), welche im
Folgenden Doppelstrangbruch (DSB) induzieren und die Fremd-DNA somit
unschadlich machen (Rath et al. 2015). Der DSB entsteht 3 Basen stromaufwarts
der 5-NGG-3° PAM-Sequenz. Der Schnitt der Cas9 HNH Nuklease erfolgt auf
dem crRNA-gebundenen Strang (Folgestrang), der gegenulberliegende Strang
(Leitstrang) wird von der Cas9 RuvC-Domane an der entsprechenden Stelle
durchtrennt (Garneau et al. 2010; Jinek et al. 2012; Nishimasu et al. 2014). Dabei
entsteht ein stumpfes Ende (Garneau et al. 2010). Das Genom des Bakteriums
selbst besitzt keine PAM-Sequenzen und ist somit gegen die Degradation der

eigenen DNA geschutzt.
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Abbildung 2: Die Cas9 Nuklease. Die Cas9 Nuklease (gelb) lagert sich mit Hilfe
der 20-nt guide Sequenz (Protospacer) der crRNA (blau) an die Ziel-DNA an. Der
rote Abschnitt stellt die tracrRNA dar. Essenziell fir die Anlagerung des Cas9
Proteins ist die PAM-Sequenz (rosa), die bei S. pyogenes die Abfolge 5'-NGG
darstellt. Die Nuklease Cas9 fihrt 3 Basen stromaufwarts der PAM-Sequenz einen
Doppelstrangbruch durch (Dreiecke) (Ran et al. 2013b).



1.1.2. Genomveranderungen durch gentechnisch veranderte

Nukleasen

Das Genom Editing hat in den vergangenen Jahrzehnten durch die einfache
Anwendung und hohe Spezifitat an Popularitat gewonnen. Neben TALEN
(transcription-activator-like  effector nuclease) (Boch 2011) und den
Zinkfingernukleasen (ZFNs) (Urnov et al. 2010) hat sich das CRISPR/Cas9-
System seit 2012 etabliert und scheint den anderen Techniken fur viele
Anwendungen an Einfachheit und Effizienz deutlich Uberlegen. Eine
Forschungsgruppe um Emmanuelle Charpentier und Jennifer Doudna
entwickelte im Jahre 2012 ein Plasmid, welches ein RNA-Fusionsprodukt aus
crRNA und tracrRNA codiert. Das Produkt aus crRNA und tracrRNA wird als
single guide RNA (sgRNA oder gRNA) bezeichnet. Die sgRNA fuhrt Cas9 zu der
Ziel-DNA und induziert dort eine ortspezifische Spaltung der Doppelstrang-DNA
(Jinek et al. 2012). Die Basenabfolge der crRNA, welche den Zielort auf der
Fremd-DNA bestimmt, kann beliebig ausgetauscht werden. Somit kdnnen
beliebige DNA-Abschnitte im Genom gezielt geschnitten und so manipuliert
werden. Einzige Restriktion ist ein Vorhandensein der PAM-Sequenz. Das
CRISPR/Cas9-System funktioniert nicht nur in Bezug auf virale DNA, sondern ist
auch in eukaryotischen Zellen anwendbar und stellt somit ein vielseitiges

Werkzeug fur genetische Manipulationen in Bakterien, Pflanzen und Tieren dar.
Reparaturmechanismen der Zelle und Entstehung von Mutationen

Nachdem die Nuklease Cas9 einen Doppelstrangbruch in der Ziel-DNA induziert
hat, unterzieht sich die Zelle einer der folgenden zwei Reparaturmechanismen:
Non-homologous end joining (NHEJ) oder homology directed repair (HDR)
(Chapman et al. 2012; Symington und Gautier 2011; Wyman und Kanaar 2006).

Die Art des Reparaturmechanismus ist in fast allen Zellen abhangig von der
Zyklusphase der Zelle (Branzei und Foiani 2008; van Gent et al. 2001; Zlotorynski
2016). Meist tritt der Fall des NHEJ dann ein, wenn keine Reparaturvorlage
vorhanden ist. Die getrennten DNA-Strange werden ohne Beachtung der

Sequenz wieder verknlipft. Bei der Reparatur des Defektes durch das NHEJ kann
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es zur Deletion oder Insertion von Basen kommen. Die Verschiebung der
Basenabfolge kann zu einer Leserasterverschiebung (frameshift) im codierenden
Bereich fuhren. Daraus resultiert entweder ein nicht funktionsfahiges Peptid
(Nonsense-Polypeptid) oder es kommt zur Entstehung eines neuen Stopp-
Codons und die Translation wird vorzeitig beendet. Wenn das Ziel-Protein nicht
mehr funktionsfahig ist bzw. gar nicht in der Zelle exprimiert wird, ist eine

sogenannte Defektmutante entstanden.

Beim HDR kann die DNA in Anwesenheit einer Vorlage wieder komplett
hergestellt werden. Als Vorlage dient in der spaten S-Phase und ab der G2-
Phase das Schwester-Chromatid, welches Abschnitte mit Basenabfolgen besitzt,
die zu den flankierenden Bereichen des DSB komplementar sind (lliakis et al.
2004). Werden der Zellen kunstliche, im Vergleich zum Original teils modifizierte
DNA-Abschnitte als Reparaturvorlage angeboten, kann auf diesem Wege eine

gezielte Mutation ins Genom eingeflihrt werden.

1.2. Humane induzierte pluripotente Stammzellen

Stammzellen im Allgemeinen werden durch zwei Eigenschaften charakterisiert:
Sie haben die Fahigkeit zur lebenslangen Selbsterneuerung und sie kénnen sich
in einen oder mehrere spezielle Zelltypen differenzieren. Man unterscheidet
adulte Stammzellen von embryonalen Stammzellen. Wahrend embryonale
Stammzellen einen gesamten Organismus bilden koénnen (Pluripotenz),
beschrankt sich die Fahigkeit der adulten Stammzellen auf die Regeneration.
Adulte Stammzellen sind multipotent, sie kdnnen nur noch Zellen eines

spezifischen Gewebetyps ausbilden.

Vor Implantation in den Uterus durchlauft die Eizelle nach der Befruchtung
mehrere Stadien. Direkt nach Befruchtung befindet sie sich im Zygotenstadium,
dann fangt die Zelle an sich zu teilen. Wahrend der frihen Entwicklungsphase
sind die Zellen totipotent, das heildt, sie haben die Fahigkeit einen vollstandigen
Organismus zu bilden. Nach vier bis sechs Tagen nach Befruchtung bezeichnet
man den entstandenen Embryo als Blastozyste. Diese wird sich schlie3lich in die

Wand des Uterus einnisten. Die Blastozyste beherbergt im Inneren den
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Embryoblasten bzw. die innere Zellmasse, aul3en befinden sich die Zellen des
Trophoblasten (Abbildung 3). Die Zellen des Trophoblasten bilden nachfolgend
die Plazenta, der Embryoblast bildet die restlichen Zellen des Organismus. Die
Zellen des Embryoblasten, die embryonalen Stammzellen, sind pluripotent, das
bedeutet, sie haben die Fahigkeit sich in die Zellen der drei Keimblatter
(Ektoderm, Entoderm, Mesoderm) zu differenzieren (Evans und Kaufman 1981;
Martin 1981). Unterschiedliche Signalwege bestimmen zu welchen Gewebetyp
sich die Stammzellen entwickeln.

Blastozystenhihle
Zona pellucida

Trophoblast

Embryoblast/innere
Zellmasse

Die Blastozyste

Abbildung 3: Aufbau einer Blastozyste. Die Blastozyste besteht aus den Zellen
des Trophoblasten, des Embryobasten bzw. der Inneren Zellmasse (ICM). Die
Zellen des Trophoblasten bilden spater die Plazenta, die Zellen des Embryoblasten
werden zu Zellen des Ektoderms, Entoderms oder Mesoderms. Umhdllt wird die
Blastozyste von der Zona pellucida (Eihtulle). Dieses Schema besteht aus
grafischen Elementen der Bilddatenbank Servier Medical Art, die unter einer
Creative Commons Attribution 3.0 Unported License (CC BY 3.0) lizenziert sind
(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0).

Im Jahre 2006 gelang es einer Forschergruppe durch Zell-Reprogrammierung
induzierte embryonale Stammzellen zu generieren. Embryonale oder adulte
Fibroblasten der Maus dienten als Spenderzellen und wurden durch virale
Uberexpression der Transkriptionsfaktoren Oct-3/4, Sox2, c-Myc und Kif4 in
embryonale pluripotente Stammzellen reprogrammiert. Diese Zellen werden als
induzierte pluripotente Stamm (iPS) -Zellen bezeichnet (Takahashi und
Yamanaka 2006). Kurze Zeit spater konnten auch Fibroblasten aus der Haut oder

aus dem Blut des Menschen mit Hilfe derselben oben genannten Faktoren in iPS-

Zellen umprogrammiert werden (Takahashi et al. 2007; Yu et al. 2007).
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Die Bedeutung von iPS-Zellen in Forschung und Medizin

Die Technik der Reprogrammierung von Fibroblasten in iPS-Zellen hat die
biomedizinische Forschung und die Entwicklung neuer Therapieansatze in der

Medizin wesentlich beeinflusst.

Aufgrund des demographischen Wandels steigt nicht nur die Anzahl der
altersbedingten, sondern auch der chronischen Erkrankungen. Viele dieser
Krankheitsbilder sind genetisch pradisponiert. Humane iPS-Zellen stellen eine

attraktive Plattform zur Erforschung solcher Krankheiten dar.

Ferner konnten bspw. somatische Zellen von Patienten mit einem genetischen
Defekt entnommen und in iPS-Zellen reprogrammiert werden. Anschlieend
konnte der Gendefekt korrigiert werden. Es folgt eine Differenzierung in den im
Patienten betroffenen Zelltyp und eine Transplantation der korrigierten Zellen
(Abbildung 4, rechter Abschnitt). Da es sich hierbei um autologe Transplantate

handelt, waren immunologische Reaktionen selten.

Verschiedene Krankheiten konnten so durch die Stammzellforschung detaillierter
erforscht und neuartige Therapieansatze fur die Heilung der Krankheiten
entwickelt werden. Ein eindrlickliches Beispiel flir die Machbarkeit solcher
Therapiekonzepte ist Heilung der Sichelzellandmie am Tiermodell (Hanna et al.
2007). Hierzu wurden Mausen mit Sichelzellanamie Fibroblasten entnommen
und in iPS-Zellen reprogrammiert. Anschlie®end wurde die Mutation des
Sichelhamoglobin-Allels in iPS-Zellen korrigiert. Aus den iPS-Zellen wurden dann
hamatopoetische Vorlauferzellen differenziert und den erkrankten Tieren nach
Ganzkorperbestrahlung transplantiert. Dieses Verfahren flhrte zur Heilung der

Sichelzellanamie der Mause.

Ferner spielen Stammzellen eine groRe Rolle in Bereich der regenerativen
Medizin. Ein Beispiel hierfur ist die altersbedingte Makuladegeneration bei
asiatischen Patienten, welche mit einer Degeneration des retinalen
Pigmentepithels und einer Visuseinschrankung einhergeht. Zu therapeutischen

Zwecken wurden bereits pluripotente Stammzellen in Zellen des retinalen



Pigmentepithels differenziert und ersten Patienten transplantiert, was bei % der
Patienten zu einer Verbesserung der Sehscharfe beitrug (Song et al. 2015). Des
Weiteren kdnnen Stammzellen zur Therapie autoimmuner Erkrankungen, wie
zum Beispiel dem Diabetes mellitus Typ | dienen (Farooq et al. 2018). Au3erdem
konnten mit Hilfe von iPS-Zellen erste tierexperimentelle Forschungsergebnisse
zur Therapie von Riuckenmarksverletzungen (Deshpande et al. 2006) und
Morbus Parkinson (Barker et al. 2016; Bjorklund et al. 2002; Grealish et al. 2014,
Takagi et al. 2005) erzielt werden. Weiterhin konnten an iPS-Zellen abgeleiteten
Zellen von Patienten Arzneimitteltests durchgeflhrt werden und personalisierte
Therapieansatze bezuglich verschiedener Medikamente entwickelt werden
(Abbildung 4, linker Abschnitt). Diese ausgewahlten Beispiele zeigen das grolie
Potential der Stammzellen in der Medizin auf. Damit weitere Krankheiten geheilt
werden kénnen, muss die Forschung der Stammzellen stetig vorangetrieben

werden.
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Abbildung 4: Anwendung von iPSCs in der Medizin. Reprogrammierung von
adulten Fibroblasten in iPSCs mittels der Transkriptionsfaktoren Oct-4, Sox2, cMyc
und KIf4. Rechts: Weg, wenn krankheitsverursachende Mutation bekannt ist:
Reparatur des Gen-Defektes, Differenzierung und Implantation der gesunden
Zellen. Links: Testen potentieller Medikamente und Entdeckung neuer
therapeutischer Ansatze (Robinton und Daley 2012).



1.3. Gap Junctions

Als Gap Junctions werden fleckformige Bereiche (Plaques) in der
Plasmamembran einer Zelle bezeichnet, welche Ansammlungen von
spezifischen, direkten Zell-Zell-Verbindungen darstellen (Laird 2006). Es handelt
sich hierbei um Kanale, welche die direkte Kommunikation zwischen
benachbarten Zellen erlauben (Loewenstein 1965). Dies bewirkt, dass sich
mehrere Zellindividuen zu einem funktionellen Synzytium verbinden. Dieser
Kontakt wird durch die besonders enge raumliche Beziehung der zwei
Zytoplasmamembranen ermaoglicht. Der elektronenmikroskopisch erkennbare
Spalt (engl. gap) betragt nur 2-3,5 nm, wobei der regulare Abstand von zwei
Zellmembranen normalerweise 20-30 nm betragt. Gap Junctions befinden sich in
den meisten Geweben: unter anderem im Myokard (Beyer et al. 1995; Gros und
Jongsma 1996; Moreno 2004), in der Wand der Blutgefale (Figueroa und Duling
2009), in der Haut (Avshalumova et al. 2014), im Knochen (Jiang et al. 2007), in
der Leber (Nicholson et al. 1987; Zhang und Nicholson 1994), der Augenlinse
(Mathias et al. 2010), in neuronalen Zellen (Saez et al. 1991) und im Innenohr
(Nickel und Forge 2008).

Im Gegensatz zu Adhasionskontakten, welche eine mechanische Funktion
aufweisen oder Tight Junctions, welche eine Diffusionsbarriere darstellen, ist
allein den Gap Junctions vorbehalten, Zellen durch den Austausch von
Molekulen elektrophysiologisch und metabolisch zu einer Funktionseinheit zu
koppeln (Hormuzdi et al. 2004). Der Austausch von Molekulen geschieht durch
passive Diffusion. Allerdings sind die Gap Junctions nur fir eine Molekulgrofe
von bis zu circa 1,8 kDa durchlassig, um zu verhindern, dass Proteine oder
Nukleinsauren die Kanale passieren (Kumar und Gilula 1996). Neben lonen,
Aminosauren, Nukleotiden, linearen Peptiden, microRNAs und siRNAs kdnnen
auch sekundare Botenstoffe (second messenger) wie cAMP, IP3; ATP und Ca?*-
lonen durch die Kanale treten (Alexander und Goldberg 2003; Aucher et al. 2013;
Katakowski et al. 2010; Lemcke et al. 2015; Neijssen et al. 2007; Valiunas et al.
2005; Zong et al. 2016). Weiterhin kdnnen Connexone, welche nicht mit der

benachbarten Zelle verbunden sind, mit dem Extrazellularraum kommunizieren

10



(Begandt et al. 2017; Belousov et al. 2017; Leybaert et al. 2017). Die
Kommunikation der Zellen Uber die Gap Junctions ist essenziell fur die
Embryogenese und die Funktion von Organen (Kibschull et al. 2015; Sohl und
Willecke 2004; Warner et al. 1984).

Struktur der Gap Junctions

Connexine stellen die Proteinuntereinheiten der Gap Junctions dar. Die
Translation der Connexine geschieht im endoplasmatischen Retikulum. Im trans-
Golgi Netzwerk formieren sich die Connexine zu Connexonen. Ein Connexon
besteht aus 6 Connexin-Untereinheiten und bildet einen Halbkanal. Es zeigt
einen ringférmigen Kérper mit hexagonaler Struktur (Revel und Karnovsky 1967).
Die Connexone werden schlieBlich zur Zellmembran transportiert und gehen mit
einem Connexon der benachbarten Zelle eine Verbindung ein. Die entstandene
Pore ist hydrophil und misst ca. 2 nm. Mehrere hunderte dieser Kanale sammeln
sich an einem Bereich der Zellmembran und bilden Gap Junction Plaques (Laird
2006).

Es existieren 21 humane Connexingene (Sohl und Willecke 2004). Die
Connexine sind nach ihrer theoretischen molekularen Masse (in kDa) benannt.
So hat beispielsweise Cx43 eine molekulare Masse von 43 kDa. Die Expression

der verschiedenen Connexine ist gewebespezifisch.

Ein Connexon kann entweder aus gleichen Connexinproteinen (homomer) oder
aus verschiedenen Connexinproteinen (heteromer) zusammengesetzt sein
(Brink et al. 1997; Kumar und Gilula 1996). Verschiedene

Kombinationsmdglichkeiten erhéhen die Diversitat der Gap Junctions.
Struktur der Connexinproteine

Ein Connexin ist ein aus vier Transmembrandomanen (M1-M4) bestehendes
Protein (Abbildung 5). Die zwei Protein-Schleifen zwischen M1 und M2 sowie
zwischen M3 und M4 stellen die zwei extrazellularen Schleifen (E1 und E2) dar.
Eine weitere Protein-Schleife (CL) (zwischen M2 und M3) sowie das N-, wie auch

das C-terminale Ende liegen intrazellular (Laird und Revel 1990). Abhangig von
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der Sequenzabfolge und Lange der intrazellularen Schleifen kénnen die
Connexine in verschiedene Subfamilien (a, B, v, 9, €) unterteilt werden (Eiberger
et al. 2001).

Posieynapic )
Eywpiasm Channal Sirnisid Wl @ peikiar
by pares in space
ich meEmbEnE

Abbildung 5: Struktur der Gap Junctions und Aufbau der Connexin-Proteine.
Gap Junction Plaques sind Ansammlungen von vielen Gap Junction Kanalen (links).
Eine Zelle steuert jeweils ein Connexon zur Bildung eines Kanals bei. Rechts ist
schematisch der Aufbau eines Connexin-Proteins dargestellt. Es besteht aus vier
Transmembrandomanen (M1-M4), zwei extrazellularen Schleifen und einer
intrazellularen Schleife. Das C-terminale sowie das N-terminale Ende befinden sich
ebenfalls intrazellular (Sohl und Willecke 2004).

Das Protein Connexin 43

Das Protein Connexin 43, oder auch Gap Junction alpha-1 Protein (GJA1)
genannt, befindet sich beim Menschen auf Chromosom 6 (Fishman et al. 1991;
Sohl und Willecke 2003). Es ist das haufigste Connexin-Protein im menschlichen
Korper und befindet sich in mehr als 35 verschiedenen Zell- und Gewebearten
(Laird 2006). Es dient, wie die anderen Connexine, der direkten
Zellkommunikation. Des Weiteren spielt es eine wichtige Rolle in der
Transkription von Genen, Zellwachstum, Zelltod und erflllt zudem mechanische
Aufgaben (Esseltine und Laird 2016; Martins-Marques et al. 2015). AuRerdem
kann Connexin 43 die Zellkommunikation tber kleine Nanotubes (TNTs) und
Vesikel steuern (Soares et al. 2015; Wang et al. 2010). Es hat zudem wichtige
Aufgaben bei Zellwachstum und Zelldifferenzierung (Cheng et al. 2015).
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1.4. Mutationen in Connexingenen

Beim Menschen werden 28 Krankheitsbilder durch Mutationen von Connexinen
verursacht. Hierbei spielen Cx26 und Cx43 eine grol3e Rolle. Alleine diese zwei
Proteine verursachen die Halfte dieser Erkrankungen (Srinivas et al. 2018). Im
Folgenden sollen einige Krankheiten im Detail aufgeflihrt werden, um die Potenz

der Connexine und die phanotypische Varianz der Krankheiten aufzuzeigen.

Der Morbus Charcot-Marie-Tooth basiert auf einer Mutation des Cx32, welche
mit einer Neuropathie durch Demyelinisierung peripherer Nerven einhergeht
(Abrams et al. 2000; Bergoffen et al. 1993; Kleopa et al. 2012; Kleopa und
Scherer 2006; Scherer und Kleopa 2012). Ebenso zeigt die Pelizaeus
Merzbacher ahnliche Krankheit (PMLD) eine Beeintrachtigung von Nerven durch
unvollstdndige Auspragung oder Abbau des Myelins (hypomyelinisierende
Leukodystrophie). Diese Krankheit basiert auf Mutationen von Cx46.6 und Cx47
(Osaka et al. 2010; Uhlenberg et al. 2004). Mutationen des Proteins Cx26,
welches sich z.B. in der Cochlea, Hornhaut und Haut befindet (Forge et al. 1999;
Lucke et al. 1999; Salomon et al. 1994), sind vielseitig (Avshalumova et al. 2014;
Lee und White 2009). Mehrere Syndrome zu Mutationen des Cx26 sind bekannt:
Das Bart-Pumphrey Syndrom (Richard et al. 2004), das Keratitis-lchthyosis-
Taubheitssyndrom (Richard et al. 2002) und das Vohwinkel-Syndrom (Ozturk et
al. 2016). Weiterhin existiert die Nicht-syndromale Schwerhdrigkeit und Taubheit,
welche ebenso auf eine Mutation des Cx26 zurlck zu fuhren ist (Kelsell et al.
1997).

Mutationen des Cx31 und Cx30.3 verursachen die Hauterkrankung
Erythrokeratodermia variabilis (Fuchs-Telem et al. 2011; Richard et al. 2003).

Cx46 und 50 werden mit der Vererbung von Katarakt assoziiert (Berry et al. 1999;
Beyer et al. 2013). Die Mutation des Cx40 fuhrt im Herzen zur atrialen
Kardiomyopathie und Herzvorhofflimmern (Gollob et al. 2006; Lubkemeier et al.
2013).
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Eine weitere wichtige Erkrankung ist die Okulodentodigitale Dysplasie (ODDD).
Diese basiert auf Mutationen des Cx43 (Attig et al. 2016; Flenniken et al. 2005;
Meyer-Schwickerath et al. 1957). Die meist autosomal-dominant vererbbare
Erkrankung ist selten, es sind bislang circa 300 Falle weltweit beschrieben. Es
wurden Uber 62 Mutationen in Zusammenhang mit der Krankheit ODDD in
Verbindung gebracht (Laird 2008; Paznekas et al. 2009).

Die erkrankten Patienten weisen Anomalien im Bereich der Augen, Zahne, Finger
und Zehen sowie aul3erdem charakteristische Gesichtszuge auf (Paznekas et al.
2003). Es handelt sich um Menschen mit bilateralem Mikrophthalmus,
Mikrokornea, Hypotelorismus, eine schmale Nase und hypoplastische
Nasenflugel, Anomalien der Iris, Glaukom, Schmelzhypoplasie, Veranderung des
Kieferkammes im Unterkiefer und ein gestortes Wachstum der Haare, Haut und
Nageln (Cowan 1959; Gorlin et al. 1963; Meyer-Schwickerath et al. 1957;
Paznekas et al. 2003; Paznekas et al. 2009). Ein weiteres typisches Merkmal
erkrankter Patienten sind Campodaktylien und Syndaktilien des vierten und
funften Fingers und Aplasien oder Hypoplasien der mittleren Phalanx von Hand
und/oder Ful (Gorlin et al. 1963; Richardson et al. 2004). Weitere skelettale
Anomalien sind Huftgelenkluxationen und verspatete Verkndcherung des
Gelenkkopfes des Oberschenkels (Pitter und Svejda 1952).

Neben diesen aulleren Fehlbildungen zeigen die Patienten auch neuronale
Defekte (Gutmann et al. 1991). Weiterhin sind Dysarthrie, neurogene
Blasenstérungen, spastische Parapesen, Ataxien, Schwache des Musculus
tibialis anterior, Anfalle, Gehorverlust und Herzrhythmusstérungen beschrieben
(Kalcheva et al. 2007; Paznekas et al. 2003; Paznekas et al. 2009; Wittlieb-
Weber et al. 2016).
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1.5. Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit sollen in iPS-Zellen mittels des CRISPR/Cas9-

Systems verschiedene Cx43-Defektmutanten generiert werden.

Um die Technik erstmals in der Stammzellforschungsgruppe der Anatomie zu
etablieren, wurde als Zielstruktur das Protein Connexin 43 ausgewahlt. Die
Arbeitsgruppe hat bereits viel Erfahrung in der Forschung mit diesem Protein und
mit der Anwendung des CRISPR/Cas9-Systems sollten weitere Erkenntnisse auf

diesem Gebiet erzielt werden.

Hierzu wurden die Cx43-Defektmutanten zunachst in HEK293T-Zellen erzeugt.
Dabei wurden sowohl die ausgewahlten sgRNAs und Transfektionsmethoden
erprobt als auch Methoden zur Identifizierung und Charakterisierung mutanter
Zellklone getestet und etabliert. Die HEK293T-Zelllinie stellt ein attraktives
Testsystem dar, da die Zellen schnell proliferieren, leicht und hoch effizient zu

transfizieren sind und sich klonal expandieren lassen.

Nach erfolgreicher Etablierung des Systems war beabsichtigt, die Technik auf
iPS-Zellen zu Ubertragen und damit mehrere Cx43-Defektmutanten zu erzeugen,

welche dann ausfiuhrlich in vitro charakterisiert werden sollten.

Ziel dieser Arbeit war, die Grundlage fur die Erzeugung CRISPR/Cas9-basierter
Connexin-Defektmutanten in humanen iPS-Zellen zu schaffen. Zum einen sollte
durch Erzeugung einer Leserasterverschiebung (frameshift) der komplette
Verlust des Cx43-Proteins erreicht werden, zum anderen sollte durch eine
in-frame-Deletion ein groler Teil des N-Terminus trunkiert werden, um das
menschliche Krankheitsbild ODDD nachzubilden. Aufbauend darauf kdnnen
verschiedene Connexin-basierte humane Krankheiten in vitro erforscht werden.
Aulerdem bilden Connexin-defiziente iPS-Zellen die Basis dafir, die Rolle von
Connexinen und Gap Junctions wahrend der Entwicklung des menschlichen
Embryos zu untersuchen. In diesem Zusammenhang konnten kirzlich
beschriebene Organoid-Modelle sowie artifizielle Embryo-artige Strukturen als
attraktives Zellkulturmodell genutzt werden.

15



2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Labor Equipment
Autoklaven

DX-23

Hiclave HV-133

Varioklav Classic 400E

Chemilumineszenz

Fusion Solo 4M

Elektrophoresekammern

Mini-PROTEAN® Tetra Cell

Perfect Blue™ Mini L

Elektrophorese-Netzgerat

PowerPac™ Basic

Festwinkelrotor

J-Lite® JLA-16.250

Flockeneisbereiter
AF-100
Gefrierbehalter

Mr. Frosty™

Systec GmbH, Wettenberg,
Deutschland

HMC Europe GmbH, TaRling,
Deutschland

HP Medizintechnik GmbH,
Oberschleiftheim, Deutschland

Vilber Lourmat Deutschland GmbH,
Eberhardzell, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Inc., Herkules,
Kalifornien, USA

Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Inc., Herkules,
Kalifornien, USA

Beckman Coulter, Brea, Kalifornien,
USA

Scotsman, Pogliano, Italien

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
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Inkubationsschuttler

Model G25

Inkubatoren

B6120

C150

MCO-19AIC UV-RE

Magnetrthrer

WiseStir MSH-20A

Mikroskope

ECLIPSE Ti confocal laser
scanning microscope

Axiovert 40 CFL

DMIL LED

Mikrowelle

NN-E201W

pH-Meter
inoLab pH 720
Pipetten

accu-jet® pro

Multipipette® M4

Transferpipetten

New Brunswick Scientific Co, Edison,
New Jersey, USA

Heraeus GmbH & Co. KG, Hanau,
Deutschland

BINDER GmbH, Tuttlingen,
Deutschland

PHC Europe B.V., Etten-Leur,
Niederlande

witeg Labortechnik GmbH, Wertheim,
Deutschland

Nikon, Chiyoda, Japan
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Deutschland

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Panasonic Corporation, Kadoma,
Japan

WTW GmbH, Weilheim, Deutschland

Brand GmbH und Co. KG GmbH und
Co. KG, Wertheim, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Brand GmbH und Co. KG, Wertheim,
Deutschland
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Revolver

Tube Revolver 88881002

Sicherheitswerkbank

Vinitex Air EN 14175

Spectrophotometer

NanoDrop™ 2000c

SmartSpec™ Plus

Sterilwerkbanke

Airstream® Class Il Biological
Safety Cabinet

BSB 4 Klasse |l
Sicherheitswerkbank
Laminar Flow

Stickstoffbehalter
CryoSystem 4000 MVE

Thermocycler

Applied Biosystems™ 2720
Thermal Cycler

Thermoschuttler

Grant Instruments™
Grant Bio™ Thermoschittler

Transfektionssystem

Neon™ Transfection System

Trockenblockthermostat

Bio TDB-100

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Vinitex Laboreinrichtungen GmbH &
Co. KG, Sint-Oedenrode, Niederlande

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Bio-Rad Laboratories, Inc., Herkules,
Kalifornien

Esco Micro, Singapur

Gelaire Flow Laboratories,
Meckenheim, Deutschland

Jutta Ohst german-cryo GmbH, Juchen,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

SIA Biosan, Riga, Lettland
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UV-Transilluminator

Quantum-ST4

Vortex-Schutter

RS-VA 10

Vortex-Genie 2

Vortex-Schiuttler

Waage
Prazisionswaage EG 2200-2NM

Wasserbad

WNB 14

Western Blot- Transfer System

Trans-Blot® Turbo™

Wippschduttler
MR-12
Zahlkammer

Neubauer Zahlkammer

Zentrifugen

Avanti® J-26 XP

Heraeus™ Multifuge™ X1R

Heraeus™ Pico™ 17
Mikrozentrifuge

Vilber Lourmat Deutschland GmbH,
Eberhardzell, Deutschland

Phoenix Instrument GmbH, Garbsen,
Deutschland

Scientific Industries Inc., Bohemia, New
York, USA

VWR International, Radnor,
Pennsylvania, USA

KERN & SOHN GmbH, Balingen,
Deutschland

Memmert GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Inc., Herkules,
Kalifornien, USA

SIA Biosan, Riga, Lettland

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,
Lauda-Konigshofen, Deutschland

Beckman Coulter, Brea, Kalifornien,
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
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Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien

Artikel

Hersteller

8 well Real-Time PCR Gefalte

Deckglaser (15 mm)

Einmal-Skalpelle

Falcon Réhrchen (15, 50 mL)

Filter (0,2 pm)

Gewebekulturflaschen (T25, T75)

Gewebekulturplatten (6-, 12-, 48-,

96-wells)

Kimtech Prazisionsticher

Kryoréhrchen 1,8 mL

Klvetten

Mini Trans-Blot® Filterpapier

Mullkompressen

Neubauer Zahlkammer

Nitril Handschuhe

Nitrozellulose Membran 0,45 um

Brand GmbH und Co. KG, Wertheim,
Deutschland

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co.
KG, Sondheim von der Rhon,
Deutschland

B. Braun AG, Melsungen, Deutschland
SARSTEDT AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

Pall Deutschland Holding GmbH & Co.
KG, Dreieich, Deutschland

Greiner Bio-One International GmbH,
Kremsmuinster, Osterreich

Greiner Bio-One International GmbH,
Kremsmiinster, Osterreich
Kimberly-Clark, Dallas, Texas, USA
SARSTEDT AG & Co. KG, Nimbrecht,
Deutschland

BRAND GMBH UND CO. KG GmbH und
Co. KG, Wertheim, Deutschland
Bio-Rad Laboratories, Inc., Herkules,
Kalifornien, USA

MaiMed GmbH, Neuenkirchen,
Deutschland

Brand GmbH und Co. KG, Wertheim,
Deutschland

PAUL HARTMANN Ges.m.b.H., Wiener
Neudorf, Osterreich

GE Healthcare Life Sciences,

Marlborough, Massachusetts, USA
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Artikel

Hersteller

Objekttrager

PARAFILM® M

Pasteur Pipetten

Petrischalen

Pipetten Filterspitzen (0,5-10, 1-
200, 100-1000 pL)

Pipetten Spitzen (10, 100,

1000 pL)

Reaktionsgefalle (0,5, 1, 2 mL)
Sarogold®-Folie
Schikanekolben

Serologische Pipetten (5, 10, 25,
50 mL)

Spritzen

Zellkulturschalen (10 cm?)

A. Hartenstein GmbH, Wurzburg,
Deutschland

Bemis Company, Inc., Neenah,
Wisconsin, USA

Kimble Chase Life Science, Rockwood,
Pennsylvania, USA

Greiner Bio-One International GmbH,
Kremsmuinster, Osterreich

Sorenson BioScience Inc, Salt Lake City,
Utah, USA

SARSTEDT AG & Co. KG, Nimbrecht,
Deutschland

SARSTEDT AG & Co. KG, Nimbrecht,
Deutschland

A. Hartenstein GmbH, Wurzburg,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Greiner Bio-One International GmbH,
Kremsmuiinster, Osterreich

Becton Dickinson, East Rutherford, New
Jersey, USA

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich
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Tabelle 2: Chemikalien, Small molecules und Wachstumsfaktoren

Bestandteil

Hersteller

1x Bio-Rad Protein Assay

Advanced DMEM (1x)

Agar-Agar, Bioscience, granuliert

Ampuwa®

APS 10 %

ATP 100 mM

B27 supplement (50x)

B27 supplement without Insulin
B27 supplement without
Vitamin A (50x)

BDNF 10 pg/mL

Biozym Plaque GeneticPure

Agarose

BMP4

Bromphenolblau

BSA fir Bradford

Buffer G

CHIR99021 10 mM

Bio-Rad Laboratories, Inc., Herkules,
Kalifornien, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Fresenius SE & Co. KGaA, Bad
Homburg, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Epicenter, Madison, Wisconsin, USA
Gibco™ Karlsruhe, Deutschland
Gibco™  Karlsruhe, Deutschland

Gibco™  Karlsruhe, Deutschland

PeproTech, Inc., Rocky Hill, New Jersey,
USA

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf,
Deutschland

PeproTech, Inc., Rocky Hill, New Jersey,
USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Promega Corporation, Fitchburg,
Wisconsin, USA

Axon Medchem, Groningen, Niederlande
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Bestandteil

Hersteller

Corning® Matrigel® Matrix,
hESC-qualified

DABCO

DAPI (1:5000)

dbcAMP

Dimethylsulfoxid (DMSOQO)

Dinatriumhydrogenphosphat

DMEM/F12

Dodecenylbernsteinsaureanhydrid
Dorsomorphin 10 mM

DPBS (Dulbecos PBS ohne Ca?*
und Mg?*)

DTT 100 mM

EDTA

Essigsaure

EtOH

FCS
GDNF 10 pg/mL

Discovery Labware, Inc., Bedford,
Massachusetts, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Missouri,
USA

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Missouri,
USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Gibco™ Karlsruhe, Deutschland
SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Tocris Bioscience, Bristol, Vereinigtes
Konigreich

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Missouri,
USA

Epicenter, Madison, Wisconsin, USA
SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland
PeproTech Inc., Rocky Hill, New Jersey,
USA
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Bestandteil

Hersteller

Gelatine

Glucose

Glutaraldehyd 25 %

Glycerin

Glycidylether

Glycin

Green GoTag® Flexi Buffer (5x)

HCI

Hefeextrakt, mikrogranuliert

Isopropanol

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Knockout™ Serum Replacement

L-Glutamin 200 mM

L-Lactat

Lumiol

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Missouri,
USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Promega Corporation, Fitchburg,
Wisconsin, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Gibco™ Karlsruhe, Deutschland
Gibco™ | Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Missouri,
USA

AppliChem GmbH, Darmstadt,

Deutschland
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Bestandteil

Hersteller

Magermilchpulver

Methanol

MgCl2-Losung 25 mM

MgSO4

Midori Green Advance

Mowiol

Natriumchlorid

Natriumdeoxycholat

Neurobasalmedium

Nuclease-freies Wasser

Paraformaldehyd (PFA)

PBS

PBS buffer powder (1x

Dulbecco's)

PCA

p-Cumarsaure

Penicillin G sodium salt

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Promega Corporation, Fitchburg,
Wisconsin, USA

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Missouri,
USA

Nippon Genetics Europe GmbH, Duren,
Deutschland

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Missouri,
USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Missouri,
USA

Gibco™  Karlsruhe, Deutschland
Promega Corporation, Fitchburg,
Wisconsin, USA

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Missouri,
USA

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Missouri,
USA

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Missouri,
USA

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Missouri,
USA

25



Bestandteil

Hersteller

Poly (2-hydroxyethyl
methacrylate)

Ponceau S

Purmorphamin (PMA)

Rinderserumalbumin (BSA)

Roti® Quant

RPMI 1640
RPMI 1640 no glucose medium
SB431542

SDS

StemMACS™ iPS-Brew XF 50x
supplement

StemMACS™ iPS-Brew XF,
human

StemPro®Accutase®

Streptomycinsulfat
T4 Polynukleotid Kinase Buffer
(10x)

T7 Ligase Buffer

Tango Buffer (10x)

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Missouri,
USA

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Missouri,
USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Gibco™  Karlsruhe, Deutschland
Gibco™ | Karlsruhe, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Missouri,
USA

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch
Gladbach, Deutschland

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch
Gladbach, Deutschland

Gibco™ Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Missouri,
USA

New England Biolabs, Ipswich,
Massachusetts, USA

New England Biolabs, Ipswich,
Massachusetts, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
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Bestandteil

Hersteller

TEMED

TRIS

Tris Base

Tris HCI

Tris(hydroxymethyl)-

aminomethan-Hydrochlorid

Triton™ X100

Trypsin

Trypton aus Casein, granuliert

Tween® 20

Vitamin C 25 mg/mL

Wasserstoffperoxid 30 %

Y27632 Rock Inhibitor (RI)

B-Mercaptoethanol

2,4,6-

Tris(dimethylaminomethyl)phenol
Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)

MgCl2 6H20

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Missouri,
USA

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Missouri,
USA

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Missouri,
USA

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch
Gladbach, Deutschland

Gibco™ Karlsruhe, Deutschland
SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Missouri,
USA
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Bestandteil Hersteller

WNT-Inhibitor IWR1 10 mM Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Missouri,
USA

Tabelle 3: Sonstiges

Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder | Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Page Ruler™ Prestained Protein Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Ladder Massachusetts, USA

2.1.2. Puffer und Losungen

PBS-Puffer
137 mM Natriumchlorid
8,1 mM Dinatriumhydrogenphosphat
2,7 mM Kaliumchlorid
1,5 mM Kaliumdihydrogenphosphat

TAE-Puffer (50x)

57,1 mL Essigsaure
18,61 g EDTA
2422 g Tris

1000 mL Ampuwa®

TAE-Puffer (1x): TAE-Puffer (50x) im Mischungsverhaltnis 1:50 mit Ampuwa®.
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LB-Medium (2 Liter)

10g Hefeextrakt

2049 NaCl

2049 Trypton

Ad2L ddH20

4 mL Ampicillin (1:500)

Alle Bestandteile wurden gemischt und auf dem Magnetruhrer so lange geruhrt,
bis alles aufgelost war. Der pH-Wert wurde auf 7.0 eingestellt. Das fertige

Medium wurde schliefRlich autoklaviert.

SOC-Medium
0,5 % Hefeextrakt
2,0% Trypton
10 mM NaCl
2,5 mM Kaliumchlorid
20 mM Glucose
10 mM MgCl2
10 mM MgSO4

Ampuwa®

Das SOC-Medium wurde nach der Herstellung sterilisiert.

Agarplatten (1,5 %)
98,5 % LB-Medium
1,5 % Agar-Agar
Ampicillin (1:500)

Das Agar-Agar wurde mit dem LB-Medium vermischt und in der Mikrowelle
mehrmals aufgekocht. Das noch warme Medium wurde in die Zellkulturschalen

gegossen und erkalten lassen.
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Ripa-Puffer

150 mM Natriumchlorid

50 mM Tris, pH 8,0

1% Triton™ X100

0,5 % Natriumdeoxycholat
0,1 % SDS

Lammli-Ladepuffer (5x)

250 mM Tris HCI, pH 6,8
50 % Glycerin

25 % B-Mercaptoethanol
10 % SDS

0,2 % Bromphenolblau

Dot blot-Puffer (5x) = Lammli-Puffer ohne Glycerin und Bromphenolblau

250 mM Tris HCI, pH 6,8
25 % B-Mercaptoethanol
10 % SDS

Trenngel-Puffer Tris HCI SDS pH 8,8 (4x)
1,5M Tris Base
29 SDS (0,2 ml 10 % L&sung)

Die Tris Base und das SDS wurden in 300 mL H20 aufgel6st. Der gewiinschte

pH-Wert von 8,8 wurde mit 1M HCI eingestellt. Dann wurde die Losung mit H20

auf 500 mL aufgefullt.

Sammelgel-Puffer Tris HCI SDS pH 6,8 (4x)
0,5M Tris HCI
0,49 SDS (0,4 mlin 10 % SDS Losung)

TrisHCI und das SDS wurden in 40 mL H20 aufgeldst. Der gewlinschte pH-Wert
von 6,8 wurde mit 1M HCI eingestellt. Dann wurde die Losung mit H20 auf

100 mL aufgefullt.
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Tabelle 4: SDS Page 4x (10 %)

Produkt Trenngel Sammelgel

Rotiphorese® 33,2 % 6,25 mL 13 % 0,813 mL
Gel 30

(37,5:1)

Puffer 24,97 % 4,7 mL 25,6 % 1,6 mL

H20 41,43 % 7,8 mL 60,8 % 3,8 mL
TEMED 0,06 % 0,0125 mL 0,1 % 0,00625 mL
APS 10 % 3,32 % 0,0625 mL 0,5 % 0,03125 mL

Nachdem das Trenngel in die Vorrichtung gegeben worden war, wurde

Isopropanol dazugegeben, um die

Trenngel-Flussigkeit waagerecht

auszurichten. Nach 30 Minuten Wartezeit war die Polymerisation abgeschlossen

und der Isopropanol konnte entfernt werden. Dann wurde das Sammelgel

eingefullt und ebenso fur 30 Minuten polymerisieren lassen.

SDS-Page Laufpuffer (5x)

125 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
1M Glycin
0,5 % SDS

Die Inhaltsstoffe wurden gemischt und vor Verwendung zu einer 1x L&ésung

verdunnt.
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Western Blot Transferpuffer (1x)

25 mM

150 mM
10 %

TBS-T-Puffer (10x)
100 mM
1,5 mM
0,5 %

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-Hydrochlorid
pH 8,3 1M

Glycin

Methanol

Tris HCI pH 8,3
NaCl
Tween® 20

TBS-T-Puffer (1x): TBS-T-Puffer (10x) 1:10 mit Ampuwa® ansetzen.

Blocking-Losung Western Blot

95 %

5%

ECL I
5 mL
500 pL
220 uL
ad 50 mL

ECL Il
5mL
32 uL
ad 50 mL

Ponceau S Ldsung
3%
0,5 %

TBS-T (1x)

Milchpulver

Tris HCI pH 8,5 1M
Lumiol

PCA

dH20

Tris HCI pH 8,5 1M
H202
dH20

Trichloressigsaure

Ponceau S
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Agarose-Gel (1,5 %)

50 mL TAE (1x)
0,75¢ GeneticPure Agarose
2,5 uL Midori Green

Die Agarose wurde in 1x TAE-L6sung unter mehrfachem Aufkochen aufgeldst.
Nach dem Abkuhlen auf ca. 60 °C wurde Midori Green dazugegeben.

2.1.3. Medien, Losungen und Materialien fur die Zellkultur
Alle Medien, Losungen und Materialien sind vom Hersteller steril geliefert
worden. Selbst gemischte Lésungen wurden vor Verwendung autoklaviert.

Einfriermedium

Das Einfriermedium wurde kurz vor Benutzung frisch hergestellt. Anhangig von
den verwendeten Zellart besteht die Basis dieses Mediums aus FCS oder KO-
SR. Bei HEK Zellen ist dies FCS, bei FSIPS-Zellen Knockout™ Serum

Replacement.

90 % FCS oder Knockout™ Serum Replacement

10 % DMSO
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Medien und Losungen fiir die HEK-293T-Zellkultur

Gelatine-Beschichtung (0,5 %)
109 Gelatine-Pulver
2L Ampuwa®

Die Mischung wurde 2-3 Stunden leicht erwarmt (unter 40 °C) und geschuttelt bis
sich das Pulver aufgeldst hat. Danach wurde die Gelatine-Lésung 1 Stunde bei
100 °C autoklaviert.

Trypsin-Stammlésung (Konzentration 0,05 % in 0,02 % EDTA)

9,55¢ PBS-Pulver
Ad 900 mL Ampuwa®
0,29 EDTA
0,05¢ Trypsin

Ad 1000 mL Ampuwa®

Zuerst wurde das PBS-Pulver in Ampuwa® gel6st, dann wurden EDTA und
Trypsin zugegeben. Danach wurde das Ganze mit Ampuwa® auf 1 L aufgefullt
und der pH-Wert auf einen Wert von 7,2 eingestellt. Danach wurde die Losung

sterilfiltriert.
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Penicillin/Streptomycin (je 10000 U/mL)

9,55¢ PBS-Pulver
64 Penicillin
139 Streptomycin
Ad 1000 mL Ampuwa®

Nach dem Einwiegen wurde der pH-Wert auf 5,58 eingestellt, dann sterilfiltriert

und aliquotiert. Pen/Strep wurde im Verhaltnis 1:100 bis 1:200 eingesetzt.

Advanced HEK-Medium

88 % Advanced DMEM (1x)
10 % FCS
2 mM L-Glutamin

Medien und Losungen fiir die FSIPS-Zellkultur

Matrigel-Beschichtung
287 pL Corning® Matrigel® Matrix
24 mL DMEM/F12

Die Falcons mit der Corning® Matrigel® Matrix wurden auf Eis aufgetaut. Dann
wurden 287 pL in 24 mL DMEM/F12 gegeben. Pro 6-well-Vertiefung wurden ca.
1 mL der Mischung gegeben. Das Pipettieren erfolgte mit gekuhlten Spitzen. Die
Platten wurden mit PARAFILM® M umwickelt und UN in den Kihlschrank
gestellt. Zur Benutzung wurde der Uberstand der Beschichtung abgenommen
und dann mit Medium (MACS-Medium+ RI) benetzt.

Poly-HEMA-Beschichtung
10g Poly (2-hydroxyethyl methacrylate)
500 mL Ethanol (95 %)

Es wurden 10 g Poly (2-hydroxyethyl methacrylate) in 500mL Ethanol (95 %)
gegeben. Davon wurden je 1 mL auf eine Vertiefung einer 6-well-Platte gegeben
und bei RT auf einer Wippe geschwenkt. Vor Verwendung wurde die
Beschichtung mit PBS gewaschen.
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MACS-Medium
500 mL StemMACS™ iPS-Brew XF, human
10 mL StemMACS™ iPS-Brew XF 50x supplement

Medien fiir die Differenzierung von humanen iPS-Zellen

Kardiomyozyten-Differenzierung

Tabelle 5: Cardiac Basal Medium (CBM)

Produkt Menge
RPMI 1640 500 mL
B27 10 mL
Vitamin C (142 mmol) 1 mL
B-Mercaptoethanol 1mL

Tabelle 6: Cardiac Specific Medium (CSM)

Produkt Menge
RPMI 1640 500 mL
B27 ohne Insulin 10 mL
Vitamin C (142 mmol) 1 mL
B-Mercaptoethanol 1mL

Tabelle 7: Cardiac Enrichment Medium (CEM)

Produkt Menge
RPMI 1640, no glucose medium 500 mL
L-Lactat 500 pL
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Neuronale Differenzierung

Tabelle 8: EB3-Medium

Produkt Menge Endkonzentration
DMEM/F12 Medium 24 mL
Neurobasalmedium 24 mL
B27 ohne Vitamin A 1 mL 1x
N2 0,5mL 1x
L-Glutamin 0,5mL 1%
CHIR99021 10 mM 15 uL 3 uM
SB431542 50 mM 10 uL 10 uM
Dorsomorphin 10 mM 5uM 1uM
PMA 10 mM 1,5 uL

Tabelle 9: EB5-Medium
Produkt Menge Endkonzentration
DMEM/F12 Medium 24 mL
Neurobasalmedium 24 mL
B27 ohne Vitamin A 1 mL 1x
N2 0,5mL 1x
L-Glutamin 0,5mL 1%
Vitamin C 25 mg/ml in 125 uL 200 uM
Ampuwa
CHIR99021 10 mM in 15 uL 3 uM
DMSO
PMA 10 mM in DMSO 2,5uL
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Produkt

Tabelle 10: EBC-Medium

Menge Endkonzentration

DMEM/F12 Medium
Neurobasalmedium
B27 ohne Vitamin A
N2

L-Glutamin 100x
Vitamin C 25 mg/mL
CHIR99021 10 mM
Pen/Strep 100x

24 mL

24 mL

1 mL

0,5 mL

0,5 mL

125 uL

50 pL 10 uM
0,5 mL 1 uM

Tabelle 11: PNS1-Medium

Produkt Menge Endkonzentration
DMEM/F12 Medium 24 mL

Neurobasalmedium 24 mL

B27 ohne Vitamin A 1 mL 1x

N2 0,5mL 1x

L-Glutamin 100x 0,5mL 1%

BMP4 50 pg/mL 10 uL 10 ng/mL
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Tabelle 12: PNS2-Medium

Produkt Menge Endkonzentration
DMEM/F12 Medium 24 mL

Neurobasalmedium 24 mL

B27 ohne Vitamin A 1 mL 1x

N2 0,5mL 1x

L-Glutamin 0,5 mL 1%

BDNF 10 pg/mL 50 pL 10 ng/mL

GDNF 10 pg/mL 50 pL 10 ng/mL

dbcAMP 50 pL 500 uM

2.1.4. Immunhistochemie

PFA Loésung (4 %)
4 % PFA
96 % PBS

Blocking-Ldsung und Farbe-LAosung

96 % PBS
4 % BSA
0,1 % Triton™ X100

Um die Zellen fur intrazellulare und nukleare Farbungen zugéanglich zu machen,
wurde der Blocking- und Farbelésung stets Triton™ X100 zugegeben.
Triton™ X100 entfallt bei Oberflachenmarkern.
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Mowiol-Losung

2449 Mowiol 4-88

6,09 Glycerol

6,0 mL ddH20

12,0 mL 0,2 M Tris-HCL (pH 8,5)
25 mg/mL DABCO

Das Mowiol 4-88, Glycerol und ddH20 wurden gemischt und fur 2 Stunden bei
Raumtemperatur gerthrt. Dann wurde TrisHCL dazugegeben und fur weitere
zwei Stunden bei 50 °C geruhrt. Danach wurde DABCO dazugegeben und Gber
Nacht eingeruhrt. Nach dem Aliquotieren wurde die Lésung bei -20 °C gelagert.

2.1.1. Zelllinien

Escherichia coli (DH5-a) New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts,
USA

HEK293T-Zellen Clontech, Mountain View, Kalifornien, USA

FSiPS-Zellen 1¢/2 p18 von Chee Keong Kwok
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2.1.2. Primer und Oligonukleotide

sgRNA#1 Microsynth SeqlLab, Goéttingen, Deutschland
top 5-CACCgATGGGTGACTGGAGCGCCTT-3'
bottom 5-AAACAAGGCGCTCCAGTCACCCATc-3'
sgRNA#2 Microsynth SeqlLab, Géttingen, Deutschland
top 5-CACCgGTTCAAGCCTACTCAACTGC-3

bottom 5-AAACGCAGTTGAGTAGGCTTGAACCc-3
sgRNA#3 Microsynth SeqlLab, Géttingen, Deutschland
top 5“CACCgCATTTTCCGAATCCTGCTGC-3

bottom 5-“AAACGCAGCAGGATTCGGAAAATGc-3
Cx43-primer Microsynth SeqlLab, Goéttingen, Deutschland
fwd 5-“GGACAGGAAGAGTTTGCACT-3'

rev

5-GCGCACATGAGAGATTGGGAA-3

dNTPs (je 10 mM)

Genaxxon bioscience, Ulm, Deutschland

U6-fwd-Primer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA
5'-GAGGGCCTATTTCCCATGATTCC-3
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2.1.3. Enzyme und Plasmide

FastDigest Bbil (Bbsl) Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

GoTag® G2 DNA Polymerase Promega Corporation, Fitchburg,

(5 U/uL) Wisconsin, USA

Proteinkinase K Genaxxon bioscience, Ulm,

Deutschland
pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 Addgene # 62988, Watertown,
Massachusetts, USA
pSpCas9-2A-GFP (PX458) Addgene # 48138, Watertown,
Massachusetts, USA
T4 Polynucleotide Kinase (10 U/uL) New England Biolabs, Ipswich,
Massachusetts, USA
T7 DNA-Ligase (3000 U/uL) New England Biolabs, Ipswich,
Massachusetts, USA
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2.1.4. Antikorper

Antikorper fir die Immunhistochemie

Tabelle 13: Liste der Primarantikérper

Antigen Gattung Verdiinnung Verdiinnung  Hersteller
IHC WB

Anti- rabbit 1:1000 1:8000 Abcam, Cambridge,

Connexin UK

43 #ab11370

Anti-B- mouse 1:10000 Sigma-Aldrich Corp.,

Aktin St. Louis, Missouri,
USA #A1978

Anti-Sox2 = mouse 1:300 R & D Systems,
Minneapolis,
Minnesota, USA
#MAB2018

Anti-Oct- | mouse 1:50 Santa Cruz

3/4 Biotechnology, Inc.,
Dallas, Texas, USA
#sc-5279

Anti- rabbit 1:100 Cell Signaling

Nanog Technology, Inc.,
Massachusetts,
Danvers, USA
#4903T

Anti-Tra-1-  mouse 1:100 Abcam, Cambridge,

60 UK
#ab16288

Anti- mouse 1:100 R & D Systems,

Nestin Minneapolis,
Minnesota, USA
#MAB1259

Anti-Sox1 | goat 1:100 R & D Systems,
Minneapolis,
Minnesota, USA
#AF3369

Anti-TUJ1 | mouse 1:1000 BIOZOL Diagnostica
Vertrieb GmbH,
Eching, Deutschland
BLD-801202

Anti-SRA | rabbit 1:100 Abcam, Cambridge,

43
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Antigen Gattung Verdinnung Verdinnung Hersteller
IHC WB
Anti-cTnT = mouse 1:200 Thermo Fisher
Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
#MA5-12960
Tabelle 14: Liste der Sekundarantikérper
Antigen Gattung Verdiinnung | Verdiinnung | Hersteller
IHC WB
Anti- goat 1:600 DIANOVA GmbH,
mouse Hamburg,
Cy™ 3 Deutschland #115-
165-003
Anti-rabbit | goat 1:600 DIANOVA GmbH,
Cy™ 3 Hamburg,
Deutschland #111-
165-003
Anti- goat 1:300 DIANOVA GmbH,
mouse Hamburg,
Cy™ 2 Deutschland #115-
225-146
Anti-goat donkey 1:600 DIANOVA GmbH,
Cy™ 3 Hamburg,
Deutschland #705-
165-003
Anti-rabbit | goat 1:10000 DIANOVA GmbH,
(POX) Hamburg,
Deutschland #111-
035-003
Anti- goat 1:10000 DIANOVA GmbH,
mouse Hamburg,
(POX) Deutschland #115-
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2.1.5. Kits

Tabelle 15: Kommerziell erhaltliche Kits

Kit Hersteller

100 bp DNA Leiter Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Neon™ Transfection System (10 und | Thermo Fisher Scientific, Waltham,

100 pL) Kit Massachusetts, USA

NucleoBond® Xtra Maxi Kit Macherey Nagel, Duren, Deutschland

Quick Start ™ Bradford Protein Assay | Bio-Rad Laboratories, Inc., Herkules,
Kalifornien, USA

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up | Promega Corporation, Fitchburg,

System Wisconsin, USA

2.2. Methoden

2.2.1. Molekularbiologie

Gestaltung der single guide RNAs

Die Gensequenz des Proteins Connexin 43 wurde von der Internetseite des NCBI
ubernommen (NCBI 2016). Die single guide RNAs wurden mit Hilfe eines
CRISPR Design Tools erstellt (Zhang 2019). Hierbei wurden das Exon 2 des
Cx43 auf Chromosom 6 in das Programm eingegeben und es wurden potentielle
Abschnitte fur Genom-Editing kenntlich gemacht (Abbildung 6). Diese wurden
anhand eines Scores bewertet, der die Spezifitat von Cas9 und off-target-Effekte
mitberlcksichtigt. Je héher der Score, desto geringer sind diese off-target-Effekte

und damit unerwiinschte Punktmutationen.
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all guides guide #1  quality score: BS
ecned by invesss kelinaod of offtanget hinding guide sequence: ATGEETEACTGEAGCECCTT  AGG
on-target locus: chré:+ 121767993
number of offtarget sites: 103 (17 am in genes)
BCOre sequence
Guica 1 as ATGEEIGACTGERAGCECCIT AGG
Guicls 72 T2 GTTCAAGCCTACTCAACTGE  TOG
Guice #3 T2  CATTTOCGAATCORGOTGE 1GG raaoob i seore mismatches
GIGTETGEAC TEEAGCEOC TAGEE 1.3 3MMe [l:g:30]
Guice #4 67  ATTTTCOSAATCCTGOTOCT GGG
; ATGGGAGGL TERAGOGCCTGEGRE 0.8 IMs [B:B20]
Guids #5 50 CAAGCCTACTCARCTOCTGE AOG bttt 0.8 [118:17]
Guids 16 44 ARGCCTACTCARCTGCTGEA GGG ATTGOTOAC TEOARNECC TTERE 0.8 Ivs (328115

Abbildung 6: Selektion der single guide RNAs. Vom CRISPR Design Tool werden
mehrere single guide RNAs (sgRNAs) berechnet und mit Hilfe eines scores
bewertet. Hier werden Guide #1- Guide #5, markiert mit grin, unter
Bericksichtigung der off-target-Effekte als geeignet eingestuft Der Zielsequenz
(20 bp lang) folgt die Basenabfolge 5'-NGG-3‘ (PAM-Sequenz). N steht fur ein
beliebiges Nukleotid, G steht fir Guanin. Rechts oben wird die Lokalisation der
sgRNA innerhalb der Cx43-Gensequenz angezeigt (Zhang 2019).
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Die Editierung der vom CRISPR Design Tool berechneten Sequenzen erfolgte
mit Hilfe des Programmes ApE (Davis 2003). Diese Sequenzen wurden
anschlieBend mit Schnittstellen fir das Enzym Bbsl versehen. Nach den
Restriktionsverdau mit Bbs| entstehen Uberhange (sticky ends), welche sich mit
den Uberhdngen des pSpCas9(BB)-2A-Puro-Plasmids aneinanderlagern
(Abbildung 9). Es wurden jeweils Sequenzen flr die Zielsequenz der Guides #1,
#2 und #3 bestellt, da ihre Bewertung (in Bezug auf off-target-Effekte) und der
Bereich des Genome Editings als positiv angesehen werden konnte. Die

Bestellung erfolgte bei der Firma Microsynth Seqlab (Microsynth Seqlab).

Phosphorylierung und Annealing der sgRNAs

Tabelle 16: Erstellung der sgRNA-Oligonukleotid-Inserts

Komponente Menge (%)
sgRNA top (100 uM) 5

sgRNA bottom (100 uM) 5

T4 ligation buffer (10x) 5

T4 PNK S

ddHz20 30

Summe 50

Die sgRNA Komponenten (Tabelle 16) wurden mit einer endgultigen
Konzentration von 100 uM eingesetzt. Die Phosphorylierung und die

VerknlUpfung der Strange erfolgte im Thermocycler (Tabelle 17).
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Tabelle 17: Programm Thermocycler zur Erstellung des sgRNA-Oligonukleotid-
Inserts

Schritt Temperatur (°C) Zeit (min)

1 37 30
2 95 5
3-16 -5 °C/ min

Die Phosphorylierung der Nukleotide am 5°-Ende erfolgte bei 37 °C durch die T4
Polynukleotidkinase (T4 PNK). Im Schritt 2 wurde das Enzym T4 PNK bei 95 °C
denaturiert und die Oligonukleotide aufgeschmolzen. Beim Abkihlen um je -5 °C

pro Minute lagerten sich die Doppelstrange aneinander.

Nach der Reaktion wurden die verknlpften Oligonukleotide mit

raumtemperiertem ddH20 1:200 verdinnt.

Die Klonierung der sgRNA-Oligonukleotide in das pSpCas9(BB)-2A-
Puro (PX459) V2.0 Plasmid

Die Restriktion des Plasmids und Ligation der Inserts erfolgte in 2 getrennten
Schritten (Tabelle 18 und Tabelle 20).

Tabelle 18: Die Restriktion des pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 Plasmids

Mit Insert Menge Negativ Menge
Kontrolle

Nuklease-freies 16 pL Nuklease-freies 18 uL

H20 H20

Buffer G (10x) 2 uL Buffer G (10x) 2 uL

DNA (1 pg/uL) 1 uL DNA (1 pg/uL) 1 uL

Bpil (Bbsl) 2 uL - -
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Das Auftrennen des pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 Plasmids erfolgte
durch das Enzym Bpil (Bbsl) flir 180 Minuten bei 37 °C. Im Anschluss wurde das
Enzym bei 65 °C fur 30 Minuten inaktiviert. Die Reaktionen wurden im

Thermocycler durchgefuhrt (Tabelle 19).

Tabelle 19: Programm Thermocycler fir den Restriktionsverdau des Plasmids

Schritt Temperatur (°C) Zeit (min)

1 37 120-180
2 65 30

Tabelle 20: Ligation der sgRNAs in das pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0
Plasmid

pSpCas9(BB) Menge Negativ Menge
geschnitten Kontrolle
Restriktionsschritt | 5 % 1 uL | Negativ-Kontrolle ' 5 % 1L

(siehe oben) -
Restriktionsschritt

(siehe oben)

Insert 10 % 2uyL - - -

T7 Ligase buffer | 50 % 10 yL | T7 Ligase buffer | 50 % 10 uL
(2x) (2x)

T7 Ligase 5% 1uL | T7 Ligase 5% 1L
ddHz20 30 % 6 uL | ddH20 40 % 8 uL

Das Einfugen des Inserts (sgRNA) erfolgte durch das Enzym T7 Ligase (Tabelle
21). Der Negativkontrolle wurde anstatt der sgRNA die gleiche Menge an Wasser

dazu gegeben.
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Tabelle 21: Programm Thermocycler zur Ligation der sgRNA in das Plasmid

Schritt Temperatur (°C) Zeit (min)

1 25 30

Die Ligation der sgRNAs in das Plasmid erfolgte bei 25 °C fur 30 min (Tabelle
21).

Herstellung von Glycerinstocks

Von der Bakteriensuspension E. coli (kompetente Zellen) wurden je 8,5 mL
abgenommen und auf Eis mit 1,5 mL 98 prozentigem Glycerin gemischt und zu
je 1 mL aliquotiert. Die Aliquots wurden sofort in Stickstoff Uberflihrt. Die
Lagerung erfolgte bei -80 °C.

Transformation der Plasmide in E. coli

Die Transformation wurde nach dem Protokoll wie von Ran und seinen Kollegen
beschrieben, durchgeflhrt (Ran et al. 2013b). Die Transformation erfolgte mit
einem kompetenten Escherichia coli-Stamm (DH5-a). Zu Beginn wurden 2,5 uL
des pSpCas9-Plasmids mit zuvor einklonierter sgRNA zu 25 pyL kompetenten
Zellen gegeben. Diese Mischung wurde zunachst fur 10 Minuten auf Eis inkubiert
(4 °C). Danach wurde der Ansatz fur 30 Sekunden auf 42 °C erwarmt und dann
direkt wieder zwei Minuten auf Eis abgekuhlt. Schliel3lich wurden 100 pL SOC-
Medium dazu gegeben und auf LB-Agar-Agar-Platten mit Ampicillin (2 pg/ml)
ausgestrichen. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37 °C und 5 % CO2-Begasung
inkubiert. Als Negativkontrolle diente hier die Reaktion mit einem Plasmid mit
Wasser statt sgRNA.

Kolonien picken

Um eine grofle Menge der klonierten Plasmide zu erhalten, wurden diese in
einem Nahrmedium vermehrt. Von jeder Agarose-Platte wurden mit einer
Pipettenspitze isoliert liegende, gut ausgepragte Kolonien aufgenommen. Die

Spitze wurde anschlieend in 200 mL LB-Medium mit Ampicillin abgeworfen. Die
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Inkubation erfolgte tGber Nacht bei 37 °C und 300 rpm in einem Schikanekolben.
Zum Erhalt der Kolonien diente eine Replika-Platte. Nach der Inkubationszeit von
ca. 12 Stunden bei 37 °C und 5 % CO2-Begasung wurde die Platte im
Kuhlschrank gelagert.

Aufreinigung von Plasmid-DNA mittels Maxiprep

Die DNA-Aufreinigung erfolgte mit Hilfe des Kits NucleoBond® Xtra Maxi EF nach
Herstellerangaben. Es wurden die mL-Angaben fur die ,High-Copy‘ Aufreinigung
angewendet. Das angeimpfte LB-Medium wurde nach der Inkubation uber Nacht
bei 4000 x g fur 10 Minuten bei 4 °C zentrifugiert, um die Bakterienzellen zu
pelletieren. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen wurden anschlieRend
lysiert. Das entstandene Prazipitat wurde nach der Neutralisierung auf einen
NucleoBond® Xtra Saulen-Filter aufgetragen. Nach dem ersten Waschvorgang
wurde der Filter entfernt. Es folgen 2 weitere Waschschritte. Die DNA wurde
schliel3lich eluiert und in einem Falcon aufgefangen. Um die DNA auszufallen
wurde Isopropanol dazugegeben. Die Mischung wurde nun bei 4500 * g bei 4 °C
UN zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen. Das DNA-Pellet wurde
anschlie®end mit Endotoxin-freiem Ethanol (70 %) gewaschen und wieder
zentrifugiert. Dies geschah bei 4500 * g fir 1 Stunde bei 4 °C. Der Ethanol-
Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und das Pellet trocknete bei
Raumtemperatur unter der Sterilbank. Das Pellet wurde zuletzt in 300 yL sterilem
Wasser auf dem Schttler aufgeldst. Per Gel-Elektrophorese wurde die Integritat
der sgRNA im Plasmid nachgewiesen. Im NanoDrop wurde der DNA-Gehalt

gemessen.
Sequenzierung der Plasmid-DNA

AnschlieRend wurde das Plasmid sequenziert, um die Integritat der sgRNA
nachzuweisen. Die Plasmide wurden dazu so verdunnt, dass eine DNA-
Konzentration von 100 ng/uL erreicht wurde. Die Sequenzierung (Sanger
Sequencing) wurde von der Firma Microsynth Seqlab durchgefuhrt. Die Analyse
der Sequenzierungs-Ergebnisse erfolgte mittels der frei erhaltlichen Software
ApE (Davis 2003).
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Immunfluoreszenz-Farbung

Die Zellen wurden zuerst mit PBS gewaschen. Der zweite Schritt, die Fixierung,
erfolgte fur 5-10 Minuten mittels PFA (4 %). Danach folgten erneut
3 Waschschritte mit PBS. Um nicht-spezifische Bindungen der Antikorper zu
reduzieren, wurden entsprechende Epitope fur 1 Stunde bei RT mittels einer
entsprechenden Blockierlosung abgesattigt. Der erste Antikorper wurde in
Blockierldsung verdunnt und verblieb anschlie®end Uber Nacht bei 4 °C auf den
Zellen. Danach folgten erneut 3 Waschschritte mit PBS. Schlief3lich wurde das
Praparat mit dem zweiten Antikorper in Blockierlosung flir 1 Stunde in der
Dunkelkammer bei Raumtemperatur inkubiert. Hiernach wurden die Zellen
nochmals 2 Mal in PBS gewaschen. Um eine Kernfarbung zu erhalten wurden
die Zellen fur 5-10 Minuten mit DAPI behandelt. Im Anschluss daran erfolgten
2 Waschschritte mit PBS und 2 mit ddH20. Die Zellen wurden am Ende mit

Mowiol+Dabco auf Objekttragern fixiert und somit konserviert.
Proteinbestimmung nach Bradford

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinlysaten wurde nach der Methode
nach Bradford durchgefiuihrt (Bradford 1976). Diese Methode nutzt den
Farbumschlag des Triphenylmethanfarbstoffes Coomassie-Brilliant-Blue G-250.
Der Farbumschlag ist durch die Komplexbildung in saurer Losung bedingt und
kann photometrisch nachgewiesen werden. Nach einer Inkubationszeit fur
5 Minuten wurde die optische Dichte durch eine photometrische Messung bei
600 nm bestimmt. Nach der Erstellung einer Eichgeraden (Tabelle 22) konnten

die Konzentrationen der Proben bestimmt werden (Tabelle 23).
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Tabelle 22: Eichgerade fir die Proteinbestimmung nach Bradford

Eichgerade Opg | 2pg | 4pg 6pg  8pg 10ug 12 g
BSA (100 ng/mL) 0 20 40 60 80 100 120
[uL]

Ripa-Puffer [uL] 2 2 2 2 2 2 2
H20 [pL] 98 78 58 38 18 0 0
1x Bio-Rad Protein 900

Assay [pL]

Tabelle 23: Probenzusammensetzung fir die Proteinbestimmung nach Bradford

Probe

Lysat [pL] 2
H20 [pL] 98
1x Bio-Rad Protein Assay [pL] 900

Proteinextrakt

Das Zellpellet wurde mit einer adaquaten Menge Ripa-Puffer versetzt. Um den
Proteingehalt der Probe zu messen wurde die Proteinbestimmung nach Bradford
durchgefihrt. Die Proben wurden dann mit 5x Lammli-Puffer versetzt und fir
5 Minuten bei 95 °C aufgekocht. Um den Zellliberstand zu sedimentieren wurden

die Proben nach dem Vortexen bei 1700 * g fir 5 Minuten zentrifugiert.
SDS-Page

Nach dem Auftragen der Proben wurde die Gelelektrophorese zu Beginn bei
20 mA durchgefuhrt. Nachdem die Front des Bromphenol-Farbstoffes des

Probenpuffers das Trenngel erreicht hatte wurde die Spannung auf 25 mA erhoht.
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Western Blot (Semidry)

Vor dem Blotten wurden insgesamt 6 zugeschnittene Whatman Filterpapiere in
Western Blot-Transferpuffer eingeweicht. Die Schichtung wurde wie beschrieben
durchgefuhrt.

Kathode
3 Whatman Filterpapiere
Western Blot Gel
Nitrozellulose Membran
3 Whatman Filterpapiere
Anode

Der Vorgang des Blottens wurde bei 1,0 A/25 V fir 30 Minuten im Trans-Blot®

Turbo™ Transfersystem durchgefthrt.
Detektion

Unspezifische Bindungsstellen auf der Membran wurden durch Inkubation in
TBS-T mit 5 % Magermilchpulver (Blocking-Losung fir Western Blot) fir 1 Stunde
bei RT geblockt. Die Primarantikoérper in der Blocking-Losung geldst, erfolgte die
Inkubation Uber Nacht bei 4 °C. Vor der Zugabe des jeweiligen Zweitantikorpers
(ebenfalls in Blocking-Losung fur Western Blot geldst) wurde die Membran 3 Mal
fur 5 Minuten mit 1x TBS-T gewaschen. Die Inkubation des Zweitantikrpers
erfolgte bei RT fur 1 Stunde.
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Dot Blot

Das Zelllysat (HEK293T-Zellen plus Ripa-Puffer) wurde mit einer adaquaten
Menge Dot Blot-Puffer gemischt und fur 5 Minuten bei 95 °C aufgekocht. Es
wurden pro Probe jeweils 1 yL Lysat auf mit Bleistift markierte Bereiche der
Nitrozellulose Membran aufgetragen und trocknen lassen. Nach Blockierung der
unspezifischen Bindungsstellen wurde der Primarantikérper Gber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Nach dem Waschen wurde die Membran fur 1 Stunde bei RT mit dem

Zweitantikorper inkubiert und abschlielsend entwickelt.
Bildentwicklung Western Blot und Dot Blot

Die Entwicklerlésung (ECL | und ECL Il) wurde im Verhaltnis 1:1 gemischt und
fur 1 Minute auf die Nitrozellulose Membran gegeben und geschwenkt. Danach
wurde die Membran auf eine Platte gelegt und mit Folie blasenfrei abgedeckt.

Danach erfolgte die Entwicklung des Bildes.
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Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Tabelle 24: Ansatz fiir Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bestandteil Endvolumen (ul)
5x Green GoTaq® Flexi Buffer 10

MgCl2 Lésung 25 mM 2

PCR Nukleotid Mix, je 10 mM 1

upstream primer (1 uM) 0,5

downstream primer (1 uM) 0,5

GoTag® G2 DNA Polymerase (5 0,25

U/uL)

template DNA (<0,5 ug/50 uL) 1

Nuclease-freies Wasser Ad 50 pL

Tabelle 25: Programm fir PCR im Thermocycler

Schritt Temperatur (°C) | Zeit (min) Zyklen
Einleitende 95 2 1
Denaturierung

Denaturierung 95 0,5 35
Annealing 50 0,5

Erweiterung 72 0,5

Finale 72 5 1
Erweiterung

Agarose-Gel

Die Agarose wurde in 1x TAE-L6sung unter mehrfachem Aufkochen aufgeldst.
Nach dem Abkuhlen auf ca. 60 °C wurde Midori Green dazugegeben und das
Gel wurde in die Elektrophoresekammer gegossen. Nach dem Festwerden des

Gels konnte die Elektrophoresekammer mit 1x TAE befillt werden. Danach
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wurden die Taschen mit den PCR-Proben beladen. Die angelegte Spannung

betrug die ersten 3 Minuten 90 V, dann wurde sie auf 110 V erhéht.
Banden aus Agarose-Gel ausschneiden

Die Banden des Gels wurden unter dem UV-Licht sichtbar gemacht.
Entsprechende Banden wurden mit dem Skalpell exakt ausgeschnitten und in ein
Eppendorf-Gefald Gberfuhrt.

Miniprep

Die DNA-Extraktion aus den Banden des Gels erfolgte mit Hilfe des Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up Systems.

Sequenzierung

Tabelle 26: Pipettierschema fiir die Sequenzierung von PCR-Proben

DNA template Konzentration Effektive Menge H20 ad
(ng/pL) (ng) pro 12pL

PCR ca. 400 bp 6,0 72 12 L

Primer separat 10 pmol 3 UL

Die Proben wurden, wie in Tabelle 26 beschrieben, gemischt. Die Sequenzierung

wurde von der Firma Microsynth Seqlab durchgefihrt.

2.2.2. Zellkultur
22.21. Beschichtung der Zellkulturschalen

Matrigel-Beschichtung

Fir die Kultivierung der induzierten pluripotenten Stammzellen wurden die

Zellkulturplatten bzw. Deckglaschen mit Corning® Matrigel® Matrix, hESC-

qualified (hESC-MG), beschichtet. Die Stock-Konzentration und Verdlinnung

erfolgten nach den Angaben des Herstellers. Die Beschichtung erfolgte mit

gekuhlten Pipettenspitzen, um ein vorzeitiges Festwerden der Matrix zu
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verhindern. Die Platten wurden mindestens eine Nacht jedoch maximal
2 Wochen im Kuhlschrank bei 4 °C gelagert. Alternativ kann die Inkubation flr
2 h bei RT oder fur 30 Minuten bei 37 °C erfolgen. Vor Benutzung der Platten
wurden diese nochmals fur 1 Stunde bei 37 °C inkubiert, um eine optimale

Benetzung zu garantieren.
Gelatine-Beschichtung

Die Gelatine wurde in PBS verdiinnt und autoklaviert. Die mit dieser Gelatine-

Ldsung beschichteten Platten wurden fur 10 Minuten bei 37 °C inkubiert.
Poly-HEMA-Beschichtung

Poly (2-hydroxyethyl methacrylate) wurde in Ethanol (95 %) gegeben. Davon
wurden je 1 mL auf eine Vertiefung einer 6-well-Platte gegeben und bei RT auf
einer Wippe geschwenkt. Vor Verwendung wurde die Beschichtung mit PBS

gewaschen.

2.2.2.2. Kultur von HEK293T-Zellen

In dieser Arbeit wurden humane embryonale Nierenzellen der Linie HEK293T
verwendet. Damit sich die Zellen an der Zellkulturschale anheften konnten, wurde
diese 10 Minuten vor dem Aussaen der Zellen mit 0,1 % Gelatinelésung
beschichtet und inkubiert.

Die Zellen wurden in HEK-Medium bei 37 °C und 5 % CO2-Begasung im
Brutschrank kultiviert. Das Kulturmedium musste alle 2 Tage ausgetauscht

werden.
Passagieren von HEK293T-Zellen

Bei einer Konfluenz von ca. 80 % wurden die Zellen passagiert. Die Zellen
wurden zunachst einmal mit PBS gewaschen. SchlieRlich wurden sie mit
Trypsinlésung versetzt und fur 3 bis 5 Minuten bei 37 °C und 5 % CO2-Begasung

inkubiert, um sowohl die Zell-Zell-Kontakte wie auch die Verbindung von den
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Zellen zur Schalenbeschichtung zu I6sen. Um die Wirkung der Trypsinldsung
abzustoppen wurde anschlieBend die 3-fache Menge an HEK-Medium zur
Trypsinlésung dazu gegeben. Zur Sedimentation wurde die Suspension fur
3 Minuten bei 900 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und
verworfen. Das verbliebene Zell-Sediment wurde in frischem HEK-Medium
aufgenommen und die vereinzelten Zellen auf einer neuen Kulturschale

ausgesat. HEK-293T-Zellen wurden im Verhaltnis 1:5 bis 1:10 gesplittet.
Einfrieren und Auftauen von HEK293T-Zellen

Die Zellen wurden zunachst einmal mit PBS gewaschen und mit Trypsinlésung
versetzt und inkubiert. Um die Trypsinierung abzustoppen, wurde die 3-fache
Menge der eingesetzten Trypsinlosung an HEK-Medium zugegeben. Zur
Sedimentation wurde die Suspension fur 3 Minuten bei 900 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand, in welchem sich auch das Trypsin befindet, wurde abgesaugt und
verworfen. Diese oben genannten Schritte sind analog zum Passagiervorgang.
Dann wurde das Zellpellet mit HEK-Einfriermedium aufgenommen und auf
Kryorohrchen verteilt. Die Kryoréhrchen wurden in einem Einfrierbehalter bei
-80 °C eingefroren. Nach wenigen Tagen konnten die Kryoréhrchen mit den
Zellen in einen Stickstoffbehalter Uberfuhrt werden und sonach dauerhaft

gelagert werden.

Um die HEK283T-Zellen erneut in Kultur zu nehmen, wurden die Kryoréhrchen
in ein 37 °C warmes Wasserbad gehalten. Noch bevor die Zell-Einfriermedium-
Suspension komplett aufgetaut war, wurde 1 mL DMEM/F12 Medium zugegeben
und schliellich wurde die komplett aufgetaute Lésung in 6 mL DMEM/F12
Medium aufgenommen. Die Zentrifugation geschah fur 3 Minuten bei 900 rpm.
Der Uberstand, in welchem sich auch das Einfriermedium befand, wurde
abgesaugt und verworfen. Die sedimentieren HEK-Zellen wurden in frisches
HEK-Medium aufgenommen und durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt. Die

Zellsuspension wurde dann auf gelatinierte Zellkulturschalen ausplattiert.
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2.2.2.3. Kultur von FSiPS-Zellen

Die in dieser Arbeit verwendeten hiPSCS-Zellen (FSiPS-Zellen) wurden bei
37 °C und 5 % CO2-Begasung im Brutschrank inkubiert. Die Zellkulturplatten
wurden mindestens 1 Tag vor dem Ausplattieren mit Corning® Matrigel® Matrix
beschichtet und tUber Nacht bei 4 °C oder fir 30 Minuten bei 37 °C aufbewahrt.
Als Kulturmedium wurde MACS-Medium verwendet. Das Medium wurde taglich
gewechselt. Am ersten Tag wurde 10 uM Rho-assoziierte Kinase-Inhibitor
Y27632 (RI) beigefigt.

Passagieren von FSiPS-Zellen

Waren die FSiPS-Zellen zu einer Konfluenz von 80-100 % herangewachsen,
konnten sie passagiert werden. Hierzu wurden die Zellen zunachst mit PBS
gewaschen. Durch Zugabe von Accutase wurden die Zell-Zell-Kontakte und die
Kontakte zur Zellkulturschale geldst. Die Inkubation der Accutase erfolgte flr
5 Minuten bei 37 °C und 5 % CO2-Begasung im Brutschrank. Die Reaktion der
Accutase wurde mit der 3-fachen Menge an DMEM/F12 Medium abgestoppt. Um
die Accutase zu entfernen, wurde die Zell-Accutase-Suspension fur 3 Minuten
bei 900 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Die
Zellen aus dem Zellsediment wurden dann in frisches Medium aufgenommen und
vereinzelt. Danach konnten die Zellen erneut auf Kulturschalen mit MACS-
Medium und Y27632 Rock Inhibitor ausgesat werden. FSIPS-Zellen kdnnen im
Verhaltnis 1:6 bis 1:10 replattiert werden.

Einfrieren und Auftauen der FSiPS-Zellen

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen. Mit Hilfe von Accutase wurden die Zellen
vom Plattenboden und voneinander gelost. Dies geschah wahrend der
Inkubationszeit der Accutase von 5 Minuten bei 37 °C und 5 % CO2-Begasung.
Die Accutase-Reaktion wurde durch Zugabe von DMEM/F12 Medium
abgestoppt. Durch die Zentrifugation von 3 Minuten bei 900 rpm wurden die
Zellen sedimentiert. Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Das
Sediment wurde in 4 mL Einfriermedium aufgenommen, welches zu 10 % aus
DMSO und zu 90 % aus KO-Serum Replacement bestand. Jeweils 1 mL davon
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wurden in ein vorbeschriftetes Kryoréhrchen gegeben und in einem
Einfrierbehalter bei -80 °C eingefroren. Nach wenigen Tagen konnten die
Kryorohrchen mit den Zellen in einen Stickstoffbehalter Gberfuhrt werden und so

dauerhaft gelagert werden.

Um die Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden die Kryoréhrchen in ein 37 °C
warmes Wasserbad gehalten. Kurz bevor die Zell-Einfriermedium-Suspension
komplett aufgetaut war wurde zur Verdunnung 1 mL DMEM/F12 Medium
zugegeben und diese Mischung in 6 mL DMEM/F12 Medium aufgenommen. Die
Trennung der Zellen vom Einfriermedium erfolgte fir 3 Minuten
Zentrifugationszeit bei 900 rpm. Das abzentrifugierte Medium wurde
abgenommen und verworfen. Die Zellen wurden dann auf eine 6-well-Platte mit
frischem MACS-Medium und Y27632 Rock Inhibitor (10 uM) gegeben.

22.24. Elektroporation

2 Stunden vor der geplanten Elektroporation wurde bei den Zellen das Medium

gewechselt.

Kurz bevor die Zellen abgelost wurden, wurden 10 cm? grofRe Zellkulturschalen
mit Corning® Matrigel® Matrix beschichtet und mit MACS-Medium und Y27632
Rock Inhibitor (10 uM) versehen. Zudem wurde die gewtlinschte DNA Menge in
Eppendorf-Reaktionsgefallen vorgelegt (25 ug DNA gesamt pro Reaktion).

Zuerst wurden die zu 80 % konfluenten Zellen 2 Mal mit PBS gewaschen und
dann mit Accutase abgelost. Die Inkubationszeit der Accutase betrug 3 Minuten
bei 37 °C. Die Wirkungsweise der Accutase wurde mit DMEM/F12 Medium
gestoppt. Die Zellsuspension wurde anschlielRend bei 900 rpm fir 3 Minuten bei
4 °C zentrifugiert. Der Uberschuss wurde verworfen und das Sediment wurde
zum Zahlen in PBS aufgenommen. Durch Auf- und Abpipettieren wurden die
Zellen vereinzelt. Zum Zahlen wurden die Zellen in eine Neubauer-Zahlkammer
aufgenommen. Die gewollten Zellmengen (Tabelle 27) wurden dann in Falcons
Uberfiihrt und nochmals zentrifugiert (900 rpm, 3 min, 4 °C). Der Uberschuss
wurde wiederum abgenommen und verworfen. Das Sediment wurde dann in
Puffer R aufgenommen und mit der vorbereiteten DNA vermischt. Eine schnelle
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Arbeitsweise war ab diesem Zeitpunkt essenziell. Das Gemisch aus Zellen, DNA
und Puffer B wurde luftblasenfrei in eine Neon 100 pL Spitze aufgenommen und
in die Nucleofector Kivette des Neon Transfection Systems Uberfuhrt. Diese
Klvette war zuvor mit 3 mL Puffer E befullt worden. Schliel3lich folgte die
Elektroporation mit den eingestellten Parametern fur die jeweiligen Zellen
(Tabelle 27). Dann wurde die Neon-Spitze direkt aus der Kivette enthommen
und die Zellsuspension auf die zuvor vorbereitete 10 cm? groRe Zellkulturschale
gegeben. Um die Zellen gut auf der Schale zu verteilen, wurde sie mehrmals
geschwenkt. Dann wurden die elektroporierten Zellen fur 24 h im Brutschrank bei
37 °C und 5 % COz2 inkubiert. Um nicht transfizierte Zellen abzutéten, erfolgte
1 Tag nach dem Aussaen und Adhasion der Zellen ein Selektionieren mittels

Puromycin (0,5 ug/mL) fur 24 h.

Tabelle 27: Parameter flr die Elektroporation

Zellen Impulsspannung Impulslange Impulszahl  Zelldichte Neon
(V) (ms) Tip
(bL) =
Puffer
R
HEK293T | 1150 20 2 5x10° 10
FSIPS 1200 20 2 2,5x10° 100

Picken der Zell-Kolonien

Die Zellkolonien waren nach ca. 7 Tagen so grof3, um sie mit einer Pipettenspitze
zur weiteren Expansion aufnehmen zu kénnen. Das Picken erfolgte unter dem
Mikroskop an der Sterilbank. Die Dichte der Kolonien sollte mdglichst gering sein,
um eine monoklonale Expansion zu ermdglichen. Die Kolonien wurden mit der
einer 100 pL Pipettenspitze vorsichtig abgeldst, aufgesaugt und in eine
Vertiefung einer 96-well Platte mit MACS+Y27632 Rock Inhibitor (10 pM)

Uberfiihrt. Beim Uberfiihren wurde der Inhalt mehrmals auf- und abpipettiert. Die
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Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO2-Begasung inkubiert. Der Mediumwechsel
mit MACS erfolgte taglich.

Limited dilution cloning

Um eine monoklonale Zellkultur der HEK293T-Zellen zu erzeugen, wurden die
Zellen vereinzelt auf eine 96-well Platte ausgesat. Im Gegensatz zum originalen
Limiting dilution cloning, welches auf einer Verdinnungsreihe basiert, wurde die
Zellsuspension in der vorliegenden Arbeit so verdinnt, dass statistisch gesehen,
in jedes well der 96-well Platte 0,8 Zellen gegeben wurden. Vertiefungen, in
denen mehr als eine Zelle oder gar keine Zelle wuchs, wurden 24 Stunden spater

verworfen.
Expansion der Kolonien

Nach 7-10 Tagen konnten die Kolonien von der 96-well Platte im Verhaltnis 1:2
auf eine 48-well Platte gesplittet werden. Sobald die Zellen auf der 48-well Platte
wiederum bis zu 80 % konfluent waren, wurden sie im Verhaltnis 1:1 oder 1:2 auf
eine 24-well Platte gesplittet. Dieser Vorgang wurde von der 24-well Platte Uber
die 12-well Platte bis hin zur 6-well Platte fortgeflhrt. SchlieRlich wurden die

Zellen eingefroren.

2.2.25. Differenzierung der iPS-Zellen

Kardiomyozyten-Differenzierung aus humanen iPS-Zellen

Far die Differenzierung wurden beschichtete Kultur-Platten (Corning® Matrigel®
Matrix) mit 80-90 % konfluenten iPS-Zellen und MACS-Medium verwendet. An
Tag 0 wurden diese gesplittet und je 3 Millionen Zellen pro 6-well Vertiefung

ausgesat.

An Tag 1 folgte ein Mediumwechsel mit dem Cardiac Basal Medium (CBM)
(Tabelle 5), welches mit dem BMP4 mit der Konzentration von 25 ng/mL und
CHIR99021 (5 uM) versetzt war.

An Tag 2 folgte ein Mediumwechsel mit CBM und CHIR99021 (5 pM).
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An Tag 3 wurde das Cadiac Specific Medium (CSM) (Tabelle 6) zu den Zellen

gegeben.

An Tag 4 folgte ein Medium, bestehend aus dem CSM und dem WNT-Inhibitor
IWR1 (10 mM).

In den darauffolgenden 6 bis 8 Tagen wurde ein taglicher Mediumwechsel mit
CSM+WNT-Inhibitor IWR1 (10 mM) vorgenommen. In dieser Phase sollten die
Zellen nun zu schlagen beginnen. Sobald die Zellen anfingen zu schlagen,
wurden die Zellen wieder 4 bis 5 Tage mit CBM versetzt. Der Mediumwechsel
erfolgte hier taglich. Danach (4 bis 5 Tage nach Beginn des Herzschlages) wurde
dann ein taglicher Mediumwechsel mit dem Cardiac Enrichment Medium (CEM)
(Tabelle 7) fortgefuhrt.

Neuronale Differenzierung aus humanen iPS-Zellen

Die iPS-Zellen wurden bis zum Start der Differenzierung in MACS-Medium (+RI)
kultiviert. An Tag 1 wurden die Zellen mit Hilfe von Accutase abgel6st und
geplittet. Es wurden jeweils 350 000 Zellen auf eine Vertiefung einer 6-well Platte,
welche mit Poly-HEMA beschichtet war, ausgesat. In jede Vertiefung wurden je
1,5 mL EB3-Medium (Tabelle 8) gegeben. Den Zellen wurde es moglich eine 3-

dimensionale Formation einzugehen.

Bis Tag 3 bzw. 4 erfolgte jeden Tag ein Mediumwechsel mit dem EB3-Medium
(3D-Kultur).

An Tag 5 wurde schliefdlich zu dem EB5-Medium (Tabelle 9) gewechselt. Bis zu

diesem Tag befanden sich die Zellen im iPS-Stadium.

Am 6. Tag sollten die Zellen wieder zu einer 2D-Kultur gebracht werden. Hierzu
wurden die 3D-Spharen zunachst in 15 mL Roéhrchen uberfihrt. Nach 5 Minuten
Wartezeit waren diese zum Boden des Roéhrchens abgesunken und der
Uberstand wurde abgezogen. SchlieRlich wurde 1 mL Accutase zu dem
verbliebenen Pellet gegeben und das Rohrchen geschuttelt. Danach wurde das

Roéhrchen 5 bis 7 Minuten in ein 37 °C warmes Wasserbad gestellt und
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wahrenddessen hin und wieder geschuttelt. Nach Entnahme aus dem
Wasserbad wurde die Zellen-Accutase- Mischung nochmals mit einer grof3en
Pipettenspitze resuspendiert. Die Zellsuspension wurde anschlieRend bei
900 rpm fir 5 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
Zellsediment wurde mit EB5-Medium resuspendiert und anschlielend auf
Corning® Matrigel® Matrix-beschichtete 6-well Kulturplatten ausgesat. In das
Medium wurde abschlieBend Rl (Konzentration 1:1000) zugegeben. Die
Inkubation erfolgte bei 37 °C und 5 % CO2-Begasung. Ab Tag 6 bezeichnete man

die Zellen als neuronale epitheliale Vorlauferzellen.

Ab Tag 7 bis Tag 16 folgte ein taglicher Mediumwechsel mit EB5-Medium, bei
Bedarf wurden die Zellen im Verhaltnis 1:5 gesplittet. Zur Erhaltung der Kultur

wurde ein Teil der Zellen eingefroren.

An Tag 17 und 18 befanden sich der Zellen im Neuralleistenstadium und
bendtigten EBC-Medium. Danach kdénnen P27-Farbungen vorgenommen

werden.

Am darauffolgenden Tag, an Tag 19, wurden mindestens 50 000 Zellen auf eine
Vertiefung einer 12-well Kulturplatte (mit Corning® Matrigel® Matrix beschichtet)

ausgesat. Es wurde nun PNS1-Medium zu den Zellen gegeben.

Bis zum Tag 27 wurde ein taglicher Mediumwechsel mit PNS1-Medium (Tabelle
11) durchgefuhrt. Von Tag 19 bis 27 befanden sich die Zellen im PNS1-Stadium.

Ab Tag 28 wurden den Zellen mit PNS2-Medium (Tabelle 12) zugegeben, sie

befanden sich nun im PNS2-Stadium.
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3. Ergebnisse

Fir die Generierung zweier unterschiedlicher Cx43-Defektmutanten in humanen
induzierten pluripotenten Stammzellen wurden FSiPS-Zellen verwendet. Bei
diesen Zellen speziell handelt es sich um aus der Vorhaut stammende
reprogammierte Fibroblasten (foreskin derived induced pluripotent stem cells:
FSiPS).

Zu Beginn mussten die CRISPR/Cas9-Konstrukte fir die Connexin 43-
Defektmutanten mit Hilfe eines CRISPR Design Tools geplant und anschliel3end
ein entsprechender Vektor kloniert werden. Dann sollte eine Transfektion von
Zellen mit dem CRISPR/Cas9-Plasmid erfolgen. Um die Methode zu etablieren,
wurden die knockouts zuerst in HEK293T-Zellen vollzogen. Nachdem die
Methode gesichert und erfolgreich in HEK293T-Zellen durchgefuhrt werden
konnte, wurde dieses Protokoll an die pluripotenten Stammzellen (FSiPS)
angepasst und schlielBlich angewendet. Anschliel3end erfolgte der Nachweis der
Cx43-Defektmutanten. Zuletzt wurden die Cx43-defizienten FSiPS-Zellen in
Kardiomyozyten und Neurone differenziert und mittels

Immunofluorenszenzfarbung charakterisiert (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Programmablaufplan zur Erstellung der Cx43-Defektmutanten in
FSiPS-Zellen. A Planung und Konstruktion der single guide RNAs (sgRNAs) mit
Hilfe des CRISPR Design Tools und eines Plasmid Editors, Klonieren der sgRNA in
das CRISPR/Cas9-Konstrukt. B Testen der Transfektionsmethoden und Analyse der
Cx43-knockouts in HEK-293T-Zellen. C Erzeugung der Cx43-Defektmutanten in
FSiPS-Zellen. D Analyse der FSiPS-Defektmutanten. E Differenzierung der Cx43-
defizienten FSiPS-Zellen in Kardiomyozyten und Neurone.

3.1. Die Erstellung eines funktionsfahigen CRISPR/Cas9-

Konstruktes

Das Plasmid pSpCas9(BB)-2A-Puro V2.0 wurde von der Firma Addgene
erworben (Ran et al. 2013b). Zur Uberpriifung des gelieferten Plasmids wurde
ein Restriktionsverdau mit verschiedenen Enzymen durchgefuhrt. Die
Darstellung erfolgte mit Hilfe Gelelektrophorese (Abbildung 8). Die Banden, die
die Lange der Plasmid-Fragmente widerspiegeln wurden mit den zu erwartenden

Bandenlangen verglichen.
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pSpCas9-2A-
Puro V2.0

Gesamtlange Plasmid: 9174 bp

Restriktionsenzyme (mit
Restriktionsschnittstelle): Notl (6429
bp), Xbal (428 bp), Apal (2722 bp)

Ansatze:
1) Notl, Xbal
2) Xbal, Apal, Notl

Erwartete Lange der Strange:
1) 6001 bp, 3173 bp
2) 2294 bp, 3707 bp, 3173 bp

Abbildung 8: Probe-Restriktion von pSpCas9(BB)-2A-Puro V2.0. Bei dem
Restriktionsverdau wurden zwei verschiedene Proben (1 und 2) angesetzt. Das
Plasmid wurde im Ansatz 1 mit den Restriktionsenzymen Notl und Xbal versetzt,
beim Ansatz 2 zuséatzlich mit dem Enzym Apal. Die Banden zeigen, dass die
erwartete Lange der einzelnen Stradnge mit den zuvor berechneten Langen
ubereinstimmt. Bei der Bande bei Ansatz 1, welche ein Signal auf der Hohe von ca.
9000 bp zeigt, handelt es sich wahrscheinlich um das unverdaute Plasmid oder das
Plasmid in der supercoiled Formation.

Nach der Sicherstellung, dass es sich um das Plasmid pSpCas9(BB)-2A-Puro
(PX459) V2.0 handelt, konnte dieses nun flr die Erzeugung der Cx43-

Defektmutanten eingesetzt werden.

Zur Erzeugung der Cx43-Defektmutanten in FSiPS-Zellen wurde nach dem
Protokoll ,Genome engineering using the CRISPR-Cas9 system*® verfahren (Ran
et al. 2013b).

Als Erstes wurde die Gensequenz von Cx43 aus der Gendatenbank des NCBI
extrahiert (NCBI 2016) und mit Hilfe eines CRISPR Design Tools (Zhang 2019)
mogliche guide RNA-Sequenzen ermittelt. Dabei wurden diese so gewahlt, dass
bei der Verwendung von je 2 sgRNA-Paaren gezielte Deletionen im
Anfangsabschnitt der kodierenden Region von Cx43 auf Exon 2 entstehen (Seite
45). Die Deletionen fuhren in der Folge entweder zu einer
Leserasterverschiebung und der Entstehung eines vorzeitigen Stopp-Codons

bzw. eines Nonsense-Peptids oder zur gezielten Deletion von 13 Aminosauren
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im Bereich des N-Terminus. Am Ende wurden Guide #1, Guide #2 und Guide #3
ausgewahlt und wie folgt modifiziert. Da der U6 RNA-Polymerase Ill Promoter,
welcher die Expression der sgRNA kontrolliert, Guanin (G) als erste Nukleinbase
bevorzugt (Guschin et al. 2010), wurde ein zusatzliches Guanin an die
20-nt Sequenz (guide-Sequenz) angehangt. Zusatzlich wurden Uberhange fiir
die Integration in das pSpCas9(BB)-2A-Puro Plasmid angehangt (sticky ends).
Diese Uberhange lauten jeweils fir den Leitstrang 5-CACC-3‘ und fir den
Folgestrang 5°-AAAC-3° (Abbildung 9 B) und sind komplementar zu den
Uberhangen des linearisierten pSpCas9(BB)-2A-Puro-Plasmids, welche durch
den Bbsl-Verdau entstehen. Um die finalen sgRNA-Inserts zu erhalten, wurden
zunachst die separat synthetisierten top und bottom Strange erhitzt und durch

langsames Abkuhlen komplementar gepaart.
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Abbildung 9: Design der sgRNAs und Klonierung in pSpCas9 Plasmid (Beispiel
anhand sgRNA 2). A Geplante Schnittstellen (1 in gelb, 2 in grin, 3 in blau) und
die dazugehodrigen Zielsequenzen. Den Zielsequenzen geht jeweils eine PAM-
Sequenz voraus (5'-NGG-3 fir S. pyogenes). Zur besseren Ubersicht ist nur der
Leitstrang dargestellt. Guide Oligonukleotide mit Uberhéngen fir die Verknipfung
mit dem pSpCas9(BB)-Plasmid. Ein zuséatzliches G-C-Paar (grau) wird am 5‘-Ende
fir den U6 RNA Polymerase Ill Promoter hinzugefiigt. Die Uberhadnge an den
5-Enden entstehen durch den Verdau mit Bbsl. C und D Insertion der sgRNA in das
pSpCas9(BB)-2A-Puro Plasmid. Teile dieses Schemas bestehen aus grafischen
Elementen der Bilddatenbank Servier Medical Art, die unter einer Creative
Commons Attribution 3.0 Unported License (CC BY 3.0) lizenziert sind
(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0).

Im Anschluss erfolgte der Restriktionsverdau des Plasmides mittels Bbsl und die
Ligation der doppelstrangigen sgRNA-Matrize in das Plasmid. Zur
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Vervielfaltigung des CRISPR/Cas9-Konstrukts wurde dieses in kompetente
Zellen (E. coli DH5-a) transformiert. Dabei wird ausgenutzt, dass Prokaryonten
fremde DNA aufnehmen und sowohl ihre eigene DNA wie auch die Fremde
replizieren. Die Bakterienzellen wurden nach der Transformation auf einem
Nahrmedium ausplattiert. Am nachsten Tag wurden Bakterienkolonien gepickt.
Diese Kolonien wurden uber Nacht in LB-Medium inkubiert und somit
vervielfaltigt. Die Isolation der DNA erfolgte schlieRlich Uber eine Maxiprep
(NucleoBond Xtra). Um die Integritat der sgRNA nachzuweisen, wurde das

Plasmid anschlielRend sequenziert.

3.2. Die Transfektion der Zellen via Elektroporation

Der Plasmidtransfer sowohl in HEK-, als auch in FSiPS-Zellen, erfolgte via
Elektroporation. Die Elektroporation bewirkt durch Erzeugung eines elektrischen
Feldes eine temporare Permeabilisierung der Zellmembran (Neumann et al.
1982). Es wurde das Gerat und das dazugehdrige Elektroporationskit Neon™
Transfection System verwendet. Um beide gewinschten Defektmutanten in
einem einzigen Ansatz erzeugen zu konnen, wurden die 3 unterschiedlichen
Plasmide im Verhaltnis 1:1:1 gemischt. Zusatzlich wurde ein eGFP-kodierendes
Kontrollplasmid beigemischt, um den Transfektionserfolg zu kontrollieren
(Tabelle 28).

Tabelle 28: Ansatze flur die Elektroporation

Ansatz DNA (Gesamt DNA-Gehalt 25 ug)

1 Plasmide mit sgRNA 1+ sgRNA 2+
sgRNA 3 (1:1:1)

2 Plasmide mit sgRNA 1+ sgRNA 2+
sgRNA 3 + GFP-Plasmid (1:1:1:1)

3 GFP-Plasmid

Kontrolle H20 (ohne DNA)
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Dann erfolgte direkt danach die Elektroporation mit den angegebenen

Parametern (Tabelle 29).

Tabelle 29: Parameter flur die Elektroporation

Zellen Impulsspannung Impulslange Impulszahl  Zelldichte Neon
V) (ms) Tip
(uL) =
Puffer
R
HEK293T | 1150 20 2 5x10° 10
FSiPS 1200 20 2 2,5x10°6 100

Die Kultivierung der Zellen nach Elektroporation

Die HEK-Zellen wurden nach der Elektroporation nach dem Verfahren des
limiting dilution cloning vereinzelt in eine 96-well Platte gegeben. Dazu wurde die
Zellsuspension so verdunnt, dass statistisch gesehen 0,8 Zellen pro Vertiefung
einer 96-well Platte pipettiert werden. Ziel dieses Verfahrens war die Erzeugung
monoklonaler Kolonien. Nach visueller Uberpriifung nach 1 bis 2 Tagen wurden
alle Vertiefungen ohne Zellen oder mit mehreren Zellen verworfen. Die
Vertiefungen mit monoklonalen Kolonien konnten nach ca. 7-10 Tagen auf
grol3ere Platten gesplittet werden. Bei weiterem Wachstum wurden die Kolonien
dann stetig auf groRere Gewebekulturplatten gesetzt und expandiert. Fur die
Selektion der Cx43-negativen Kolonien wurde eine Dot Blot-Analyse mit

Antikorpern gegen Cx43 durchgefuhrt.

Bei den Stammzellen wurden sowohl fur die Expansion der Kolonien als auch far
die Selektion der Cx43-negativen Zellen andere Methoden angewandt. Die
FSIPS Zellen wurden nach der Elektroporation in 10 cm? Zellkulturschalen
aulerst dinn ausgesat. Dadurch kam es zum Heranwachsen monoklonaler
Kolonien. Diese einzelnstehenden Kolonien wurden nach ca. 7 Tagen unter dem

Mikroskop einzeln mit der Spitze einer 100 pL Pipette abgel6st und jede Kolonie
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einzeln aufgesaugt und in eine separate Vertiefung einer 96-well Platte Uberflhrt.
Nachdem die 96-well Platten zu 70-100 % konfluent bewachsen waren, wurden
die Zellen im Verhaltnis 1:2 aufgeteilt. Ein Teil wurde fur die Erhaltungskultur
erneut ausgesat, der andere Teil wurde sedimentiert. Die im Zellsediment
erhaltene DNA wurde mittels PCR-Analyse untersucht. Dabei wurden Primer
verwendet, welche bei einer Deletion im Cx43 Lokus verglichen mit der Wildtyp
Situation Banden in unterschiedlicher Lange generierten. Vielversprechende
Kolonien wurden anschliefend immunhistochemisch analysiert und deren DNA

mit Hinblick auf den Cx43-Locus sequenziert.

3.2.1. Selektion der HEK-Kolonien mittels eines Dot Blots

Mittels einer Dot Blot-Analyse wurden die Kolonien auf eine Cx43-Defizienz
uberpruft und selektiert. Die Schritte des Dot Blots sind aquivalent zu den
Schritten der Immunoblot-Analyse nach dem Proteintransfer. Es wurde von jeder
Kolonie ein Zelllysat hergestellt und je 1 puL punktférmig auf eine Nitrozellulose

Membran aufgetragen.
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Abbildung 10: Dot Blot der transfizierten HEK293T-Kolonien. A Ladekontrolle
(Ponceau-Farbung), B Dot Blot gegen Cx43. Als Positiv-Kontrolle wurden Wildtyp
HEK293T-Zellen verwendet, als Negativ-Kontrolle dienten Cx43-negative Hela-
Zellen. Die meisten Kolonien in B zeigen ein Signal fir Cx43. Die ausgewahlten
Kolonien KO 1, KO 2, KO 5, KO 6 scheinen Cx43-negativ, die Ladekontrolle zeigt
fir diese Kolonien ein positives Signal.

Der vorliegende Dot Blot (Abbildung 10) zeigt bei 4 von 36 Proben kein Signal
der Cx43-Antikorperfarbungen (KO 1, KO 2, KO 5 und KO 6). Die Ladekontrolle
hingegen zeigt ein positives Signal.

KO 2, KO 5 und KO 6 wurden schlieBlich fur weitere Analysen ausgewahilt.
Aulerdem wurde ein weiterer Klon (WT 1) mit vorhandenem Cx43-Signal als

Wildtyp-Kontrolle ausgewahlt.
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3.2.2. Die Analyse des Cx43-KO in HEK-Zellen

Fur die Analyse der ausgewahlten Klone sollten immunhistochemische
Farbungen, Sequenzierungen und Western Blots zum Nachweis der Deletion im
Cx43-Gen durchgefuhrt werden.

Immunfluoreszenz Analyse der HEK-Klone und Sequenzierung

Um die Ergebnisse des Dot Blots zu bestatigen, wurden zunachst
Immunfluoreszenzfarbungen angefertigt. Die Zellkerne wurden jeweils mit DAPI
gegengefarbt. Die anschlielende Sequenzierung des Cx43-Genlocus wurde von

der Firma Seqlab Microsynth durchgeflhrt.
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Abbildung 11: Immunhistochemische Farbung von HEK293T-Zellen (Wildtyp).
Farbung der Wildtyp HEK293T-Zellen (Positiv Kontrolle). Die Detektion der
Primarantikérper erfolgte jeweils mittels eines Cy3-gekoppelten
Sekundarantikérpers. Die HEK293T-Zellen zeigen das typische Erscheinungsbild
von Connexin 43 mit perlschnurartig aufgereihten Cx43-positiven Gap Junctions,
welche die Zellen miteinander verbinden (Pfeile).

Die Wildtyp HEK293T-Zellen in Abbildung 11 zeigen das typische Bild der Cx43-
positiven Gap Junctions. Die Gap Junction Kanale bilden Plaques in der
Zellmembran woraus sich das typische punktférmige Farbemuster ergibt. Dort
grenzen jeweils die Zellmembranen der Zellen aneinander und werden so durch

die Kanale zu einer funktionellen Einheit gekoppelt.
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Abbildung 12: Sequenzierungsergebnisse der HEK293T-Positiv-Kontrolle. Der
sequenzierte Abschnitt der DNA der Positiv-Kontrolle der HEK293T-Zellen (WT)
zeigt, dass die Abschnitte zwischen den Schnittstellen vorhanden sind.

Das Sequenzierungsergebnis der Positiv-Kontrolle der HEK293T-Zellen
(Abbildung 12) zeigt, dass der volle DNA-Abschnitt innerhalb des Gens, welches
fur Cx43 kodiert, vorhanden ist. Die Abschnitte zwischen Schnittstelle 1, 2 und 3
sind komplett zu sehen. Der Buchstabe N im Bereich der roten Raute stehen flr
ein beliebiges Nukleotid. Hier konnte bei der Sequenzierung kein bestimmtes
Nukleotid identifiziert werden. Da dieses nicht identifizierbare Nukleotid

aulerhalb des Bereiches zwischen den Schnittstellen liegt, ist dies hier irrelevant.
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100 pm

Abbildung 13: Immunhistochemische Farbung von HEK293T-Zellen Klon 2.
A Gesamtubersicht Klon 2. Die Detektion der Primarantikérper erfolgte jeweils
mittels eines Cy3-gekoppelten Sekundarantikorpers. B VergréBerung mit
Ausschnitten. Cx43-positive Bereiche befinden sich im Zytoplasma.

Bei Klon 2 der transfizierten HEK293T-Zellen (Abbildung 13) Iasst sich im
Vergleich zum Wildtyp kein typisches Cx43-Farbemuster erkennen. Es zeigen
sich hier einzelne Gruppen von Zellen mit Cx43-positiven Signalen, andere
Zellen wiederum zeigen kein Signal. In den positiven Zellen befindet sich das
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Signal jedoch nicht an der Zellmembran, sondern als untypisches Farbemuster

im Inneren der Zelle, meist im perinuklearen Bereich lokalisiert.
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Abbildung 14: Sequenzierungsergebnisse des Klon 2 der HEK293T-Zellen. Die
Sequenz zeigt, dass der DNA-Bereich zwischen der Schnittstelle 1 und 2 fehlt.

Die Sequenzierungsergebnisse des Klon 2 (Abbildung 14) zeigen den Verlust
des Bereichs zwischen Schnittstelle 1 und Schnittstelle 2. Hierbei sind 39 Basen
deletiert worden. Da 39 ein Vielfaches der Zahl 3 darstellt, fuhrt diese Mutation
nicht zu einer Leserasterverschiebung, sondern zu einer Trunkierung der N-
terminalen Domane. Die Schnittstelle 3 ist hier nicht mehr zu erkennen, da die

Sequenzierung vorher abbrach.
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Abbildung 15: Immunhistochemische Farbung von HEK293T-Zellen Klon 5.
A Ubersichtsbild Klon 5. Die Detektion der Primarantikdrper erfolgte jeweils mittels
eines Cy3-gekoppelten Sekundarantikérpers. C und D VergréRerte Ansicht. Cx43-
positive Bereiche sind in direkter Nahe zum Nukleus zu finden.

Bei Betrachtung der immunhistochemischen Farbung des Klon 5 der HEK293T-
Zellen (Abbildung 15) wird sichtbar, dass die Cx43-positiven Bereiche nicht an
der Zellmembran lokalisiert sind, sondern in der direkten Nahe zum Nukleus. Bei
Klon 2 der HEK293T-Zellen war dies ebenfalls der Fall. Auch hier gibt es neben
den Cx43-negativen Zellen auch Cx43-positive Zellen. Im Vergleich mit Klon 2
(Abbildung 13) fallt auf, dass bei Klon 5 mehr Zellen Cx43-positiv zu sein

scheinen.
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Da sowohl Klon 2 als auch Klon 5 ein sehr ahnliches Erscheinungsbild zeigen,
kam der Verdacht auf, dass es sich um die gleiche Mutation handeln kénnte. Bei
der Sequenzierung bestatigte sich dieser Verdacht. Bei beiden Klonen fehlt der
DNA-Abschnitt zwischen der Schnittstelle der sgRNA 1 und der Schnittstelle der
sgRNA 2 (Deletion von 39 bp). Aus Ubersichtsgriinden wird hier auf die
Darstellung der Sequenzierung des Klon 5 verzichtet. Trotz des kompletten
Mischens der Plasmide mit sgRNA 1, sgRNA 2 und sgRNA 3 konnte keine

Deletion zwischen Schnittstelle 2 und 3 provoziert werden.

Abbildung 16: Immunhistochemische Farbung von HEK293T-Zellen Klon 6.
A Ubersicht Klon 6. Die Detektion der Priméarantikérper erfolgte jeweils mittels eines
Cy3-gekoppelten Sekundarantikdérpers. C Ausschnitt aus B. Es sind keine Cx43-
positiven Bereiche erkennbar.

Klon 6 zeigt in der Ubersicht (B) ein Cx43-negatives Erscheinungsbild
(Abbildung 16). Cx43-positive Signale sind weder im Bereich der Zellmembran
noch intrazellular zu erkennen. Auch im vergrof3erten Ausschnitt (C) bestatigt

sich dieses Bild. Der Klon scheint in der immunhistochemischen Farbung
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komplett Cx43-negativ zu sein. Um dies weiter zu bestatigen, wurde eine
Sequenzierung durchgefuhrt.
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Abbildung 17: Sequenzierungsergebnisse des Klon 6 der HEK293T-Zellen. Aus
der Sequenzierung ergibt sich, dass der DNA-Abschnitt zwischen der Schnittstelle
der sgRNA 1 und der Schnittstelle der sgRNA 3 verloren gegangen ist.
Die Sequenzierung des Klon 6 (Abbildung 17) zeigte, dass der komplette
Bereich zwischen Schnittstelle 1 und Schnittstelle 3 deletiert worden ist. Dieser
Bereich umfasst 89 bp. Da 89 kein Vielfaches von 3 darstellt, flhrt dies zu einer

Leserasterverschiebung. Somit kann kein funktionstiichtiges Protein entstehen.

Um diese Ergebnisse zu bestatigen, wurde von den Klonen 2, 5 und 6 ein

Proteinnachweis mittels Western Blot-Analyse durchgeflhrt.
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Proteinnachweis mittels Western Blot-Analyse
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Abbildung 18: Analyse der Cx43-Genexpression der HEK293T-Klone mittels
Western Blot Analyse. Nachweis von Cx43 durch die Western Blot Analyse. Als
Negativ-Kontrolle dienten Hela-Zellen, als Positiv-Kontrolle dienten nicht-
transfizierte HEK293T-Zellen. Als Ladekontrolle diente der B-Aktin-Nachweis.

Die vorliegende Western Blot Analyse (Abbildung 18) zeigt die Cx43-
Proteinexpression von HelLa-Zellen, HEK293T-Zellen und von den HEK-Klonen
2, 5und 6. Es lasst sich erkennen, dass die Cx43-defizienten HelLa-Zellen keine
Bande bei 43 kDa aufweisen, die Wildtyp-HEK-Zellen hingegen zeigen eine
deutlich sichtbar breite Bande auf dieser Hohe. Weiterhin lasst sich eine weitere,
schwache Bande bei ca. 39 kDa erkennen. Der Klon 2 zeigt eine blasse Bande
bei 43 kDa und eine fast nicht erkennbare Bande bei ca. 39 kDa. Klon 5 zeigt
ebenso zwei Banden, die Bande bei 43 kDa ist nur leicht starker aufgepragt als
die bei ca. 39 kDa. Klon 6 zeigt eine fast nicht erkennbare Bande auf der Hohe
von ca. 42 kDa. Der 3-Aktin-Nachweis ist bei allen Zellen deutlich positiv, jedoch
bei den HelLa-Zellen und HEK293T-Zellen dezent weniger deutlich ausgepragt

als bei den anderen Proben.
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3.3. Cx43-knockout in pluripotenten Stammzellen

3.3.1. Nachweis der Pluripotenz der FSiPS-Zellen

Die hier verwendeten FSiPS-Zellen wurden zunachst auf Pluripotenz getestet.
Dazu wurde die Expression der nuklearen Transkriptionsfaktoren Oct-4, Sox2
und Nanog Uberprift sowie auf die Auspragung des Zelloberflachenmarkers
TRA-1-60 getestet.

Abbildung 19: Immunhistochemische Farbung der FSiPS-Zellen fir
Pluripotenzmarker. Die FSiPS-Zellen wurden auf die Pluripotenzmarker Nanog,
Oct-4, Sox2 sowie TRA-1-60 getestet. Die Detektion der Priméarantikdrper erfolgte
jeweils mittels eines Cy3-gekoppelten Sekundarantikdrpers.
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Die FSiPS-Zellen (Abbildung 19) zeigen beim Nachweis aller vier
Pluripotenzmarker ein deutliches rotes Signal des Cy3-gekoppelten Antikorpers.
Die Signale fur Nanog, Oct-4 und Sox2 weisen eine deutliche Farbung im
Zellkern auf. Die Farbung des TRA-1-60 lasst sich an der Zelloberflache

erkennen.

3.31.1. Nachweis der Cx43-Expression in FSiPS-Zellen

Bevor eine Cx43-Defizienz in FSiPS-Zellen generiert wurde, sollte zunachst die
Expression von Cx43 in den pluripotenten Stammzellen nachgewiesen werden.
Hierzu wurde eine immunhistochemische Farbung durchgefuhrt (Abbildung 20).
Die Cx43-positiven Kanale sind deutlich als kleine Punkte entlang der
Zellmembran erkennbar. Im Hintergrund Iasst sich zudem eine dezente Farbung
erkennen, welche sich jedoch deutlich von den Cx43-positiven Gap Junction

Kanalen unterscheiden lasst.
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Abbildung 20: Immunhistochemische Farbung der FSiPS-Zellen (Positiv-
Kontrolle). A Ubersicht der Positiv-Kontrolle der FSiPS-Zellen. B VergroRerter
Ausschnitt. C und D zeigen die markierten Ausschnitte aus B. Die Detektion der
Primarantikérper erfolgte jeweils mittels eines Cy3-gekoppelten
Sekundarantikérpers. Die weiRen Pfeile markieren Gap Junction Plaques in der
Zellmembran.

3.3.1.2. Cx43-Defizienz in FSiPS-Zellen

Der Plasmidtransfer zur Expression der sgRNAs sowie des Cas9-Proteins,
erfolgte wie bei den HEK-Zellen via Elektroporation. Als Transfektionskontrolle
diente ein GFP-Plasmid. Als Negativkontrolle wurde die Plasmid-DNA durch

Wasser ersetzt. Ein Tag nach der Elektroporation erfolgte die Selektion mittels
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Puromycin (0,5 pg/mL). Bei der Wasserkontrolle lie sich nach der Puromycin-
Behandlung das komplette Absterben der Zellen beobachten. Durch die
Vereinzelung der Zellen auf eine 10 cm? Zellkulturschale wuchsen diese
unabhangig voneinander zu Kolonien heran. Die entstandenen, idealerweise
monoklonalen Kolonien, wurden gepickt und expandiert. Ein Teil dieser Zellen
wurden mittels PCR auf Cx43 getestet. Vielversprechende Kolonien wurden
anschlieBend immunhistochemisch gefarbt und auf genomischer Ebene

sequenziert.

50 pm

Abbildung 21: Immunhistochemische Farbung der FSiPS Klon 26. A FSiPS Klon
26 mit Farbung der nuklearen DNA (DAPI) und Cy3-gefarbte Areale
(Sekundarantikérper zur Detektion des Cx43) (A und B). C und D Ausschnitt aus A

und B. Einige Zellen mit im Zytoplasma lokalisierten Cx43-positiven Bereichen.
Einige Zellen sind Cx43-negativ.

Bei Kolonie 26 zeigen einige Zellen kein Signal fur Cx43, andere wiederum sind
positiv (Abbildung 21 C und D). Das Cx43-positive Signal ist diffus im
Zytoplasma verteilt und weist nicht die fir Connexinansammlungen typische
punktférmige Verteilung an der Zellmembran auf.

87



Merge

Abbildung 22: Immunhistochemische Farbung FSiPS Klon 28. A Ubersicht
Klon 28 der FSiPS-Zellen mit DAPI-Farbung und Cx43-Farbung (Cy3-gekoppelter
Sekundarantikdrper). B Cx43-Farbung. C und D als vergréfRernde Ausschnitte aus
A und B. Cx43-positive Bereiche sind fleckformig im Zytoplasma verteilt.

Bei Kolonie 28 imponiert ein geflecktes Erscheinungsbild des Connexin 43
(Abbildung 22), wobei alle Zellen homogen angefarbt erscheinen. Wie auch
schon bei Kolonie 26 (Abbildung 21) zu beobachten, befindet sich das

Connexin 43 nicht an der Zellmembran, sondern im Inneren der Zelle.
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Abbildung 23: Immunhistochemische Farbung FSiPS Subklon 68. A FSiPS
Subklon 68 mit Farbung der nukledren DNA (DAPI) und Cy3-gefarbte Areale (A und
B). C und D als VergroBerungsansicht. Einige Zellen ein Cx43-gefarbtes
Zytoplasma (Pfeil mit Stern), viele Zellen sind Cx43-negativ (Pfeil).

Kolonie 68 (Abbildung 23) weist Ahnlichkeiten zu Kolonie 26 auf. Allerdings

exprimieren nur wenige Zellen Cx43. Der uberwiegende Teil ist Cx43-negativ.

Da es sich bei den Zellpopulationen (26 und 68) scheinbar um Mischkolonien
handelt, musste eine Subklonierung durchgefihrt werden, um einen komplett
Cx43-defizienten Zellklon zu isolieren. Hierzu wurde aufgrund der grof3eren

Anzahl an Cx43-negativen Zellen Linie 68 verwendet.
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Abbildung 24: Immunhistochemische Féarbung FSiPS Subklon 11. FSiPS
Subklon 11 mit Farbung der nukledren DNA (DAPI) (A) und Sekundarantikdrper
(Cy3) zur Detektion des Cx43 (A und B). C und D Ausschnitte aus A und B. Die
Zellen schienen Cx43-negativ, es ist eine leichte unspezifische Hintergrundfarbung
zu erkennen.

Mehrere Subklone wurden isoliert, expandiert und eine Charakterisierung mittels
Immunfluoreszenzfarbung und Western Blot Analyse durchgeflhrt. Beispielhaft
ist Subklon 11 abgebildet, welcher eine homogen negative Farbung flir Cx43
zeigt (Abbildung 24).

Einige Subklone erwiesen sich wie zuvor als Mischklon, andere wiederum waren
ausschlieBlich Cx43-positiv oder Cx43-negativ. Flr die weiteren Untersuchungen
wurden die Subklone 5, 7, 11, 12, 17 ausgewahlt, welche in der
Immunfluoreszenz kein Cx43 zeigten. Mit diesen Klonen wurden Western Blot

Analysen und DNA-Sequenzierungen durchgeflhrt.
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Die vorliegende Western Blot Analyse zeigt die Cx43-Genexpression der
ausgewahlten Subklone (Abbildung 25). Als Positiv-Kontrolle dienten Wildtyp
FSiPS-Zellen, als Negativ-Kontrolle dienten HelLa-Zellen. Als Ladekontrolle

wurde auf 3-Aktin getestet.
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Abbildung 25: Analyse der Cx43-Genexpression der FSiPS-Subklone mittels
Western Blot. Nachweis von Cx43 durch eine Western Blot Analyse. Die Positiv-
Kontrolle besteht aus WT FSiPS-Zellen, fir die Negativ-Kontrolle wurden Hela-
Zellen gewéahlt. Als Ladekontrolle diente der B-Aktin-Nachweis. Alle Subklone
scheinen Cx43-negativ.

Die Bande fur Cx43 im Western Blot ist bei 43 kDa zu erwarten. Im Western Blot
zeigen die nicht transfizierten FSiPS-Wildtyp-Zellen (Positiv-Kontrolle) sowohl im
Nachweis fur Cx43 sowie in der Ladekontrolle (3-Aktin) ein positives Signal. Es
ist auffallig, dass die Positiv-Kontrolle nicht nur eine Bande bei einem

Molekulargewicht bei 43 kDa aufRert, sondern weitere Banden zeigt.

HelLa-Zellen, welche als Negativ-Kontrolle dienten, zeigen kein Cx43-positives
Signal. Bei allen getesteten Subklonen ist keine Bande auf der zu erwarteten
Hohe detektierbar.
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Abbildung 26: Sequenzierungsergebnisse des FSiPS Subklon 7 und 11. Die
Sequenzierung des Subklons 7 und 11 bringt eine komplette Deletion des Bereichs
zwischen Schnittstelle 1 und 3 hervor.

Von diesen untersuchten Subklonen wurden die Subklone 7 und 11 fur die
Sequenzierung selektiert. Subklon 7 und Subklon 11 zeigten jeweils dieselben
Sequenzierungsergebnisse (Abbildung 26). Der Abschnitt zwischen
Schnittstelle 1 und Schnittstelle 3 ist deletiert (Deletion von 89 bp).
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3.4. Differenzierungspotential der Cx43-defizienten
FSiPS-Zellen

Die generierten Cx43-defizienten FSiPS-Zellen wurden zunachst auf die
Expression von Pluripotenzmarkern Uberpruft und nachfolgend in verschiedene
Gewebetypen differenziert. Zum einen erfolgte die Differenzierung in
Kardiomyozyten, zum anderen in neurale Stammzellen und anschlief3end in

Neurone.

Nachweis der Pluripotenz

Cx43 KO

Abbildung 27: Pluripotenzmarker zum Nachweis der Pluripotenz der Cx43-
defizienten FSiPS-Zellen. A FSiPS-Wildtyp im Durchlicht, B Cx43-defiziente
FSiPS-Zellen im Durchlicht, C Tra-1-60 erscheint als monoklonaler Antikérper auf
der Oberflache der Zellen (Cy3-gekoppelter Sekundarantikdérper), Nanog erscheint
im Bereich der Zellkerne als grine Farbung (Cy2-gekoppelter Sekundarantikérper),
D Oct-4 Immunfloureszenzfarbung im Bereich der Zellkerne (Cy3-gekoppelter
Sekundarantikdérper), die Zellkerne sind zuséatzlich mit DAPI gefarbt, E Sox2-
positive Zellkerne, zusatzliche Farbung der Zellkerne mit DAPI (blau).

Die Immunfluoreszenzanalyse bestatigte, dass die Cx43-defizienten FSiPS-
Zellen pluripotent waren. Der Nachweis erfolgte durch den Nachweis der
Expression des Oberflachenantigens Tra-1-60 und der nuklearen

Transkriptionsfaktoren Nanog, Oct-4 und Sox2 (Abbildung 27).
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Differenzierung in Kardiomyozyten

Abbildung 28: Kardiomyozyten aus Cx43-defizienten FSiPS-Zellen. A
Kardiomyozyten in der Ubersicht, der Cy3-gekoppelte Antikérper richtet sich gegen
anti-Sarcomeric-Actinin (SRA) und der Cy2-gekoppelte Antikérper gegen anti-
Cardiac-Troponin T (cTnT), B vergréoRerter Ausschnitt mit einem Zellkern (DAPI)
und Myofibrillen, Ausschnitt C Sarkomere (Lange ca. 2 ym).

Um die Pluripotenz der genetisch modifizierten iPS-Zellen auch funktionell
nachzuweisen, wurden diese in verschiedene Zelltypen differenziert. Zunachst
wurde eine Kardiomyozytendifferenzierung durchgeflhrt. Die
Immunfluoreszenzanalyse zeigt Herzmuskelzellen, sowie deren DAPI-positiven
Zellkerne und Myofibrillen in der vergrolRerten Ansicht (Abbildung 28).
Ausschnitt C zeigt Sarkomere als kleinste funktionelle Einheit der Myofibrillen.
Diese sind zwischen 2 und 2,5 ym lang. In der Zellkultur sind die Kardiomyozyten

durch regelmalfige Kontraktionen zu erkennen.
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Differenzierung in neurale Stammzellen und Neurone
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Abbildung 29: Immunhistochemische Farbung der Cx43-defizienten neuralen
Vorlauferzellen und Neurone. A Neurale Vorlauferzellen differenziert aus WT
FSiPS-Zellen, B Neurale Vorlauferzellen differenziert aus Cx43-defizienten FSiPS-
Zellen. Die Detektion des Primarantikdrpers fur Nestin erfolgte mittels einen Cy2-
gekoppelten Antikdrpers, die Detektion des Primarantikdérpers fur Sox1 erfolgte
mittels eines Cy3-gekoppelten Antikdérpers. C Neurone differenziert aus Cx43-
positiven WT-Zellen, D Neurone differenziert aus Cx43-defizienten FSiPS-Zellen.
Die Detektion des Primarantikérpers fur TUJ1 erfolgte mittels eines Cy3-
gekoppelten Antikdrpers. Farbung der Zellkerne mittels DAPI (blau).

Die immunhistochemische Farbung in Abbildung 29 zeigt im Vergleich die
Differenzierung von FSiPS-Wildtyp Zellen und den generierten Cx43-defizienten
FSiPS-Zellen in Zelltypen des Nervensystems. Zuerst wurden die Zellen in
neurale Vorlaufer differenziert. Diese Zellen zeigen typischerweise eine
Expression des Typ-Vi-Intermediarfilamentproteins Nestin  und des
Transkriptionsfaktors Sox1 (Abbildung 29 A und B). Sowohl die Wildtyp-FSiPS
wie auch die Cx43-defizienten FSiPS-Zellen, zeigen eine deutliche Farbung
gegen Nestin (Cy2). Die Farbung gegen Sox1 (Cy3) zeigt sich im Bereich der
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Zellkerne. Durch die Uberlagerung der Sox1-positiven Bereiche und der DAPI-

Farbung erscheinen die Zellkerne teilweise pink.

Danach wurden die Zellen in Neurone differenziert. Der Nachweis erfolgte durch
eine immunhistochemische Farbung gegen TUJ1 (Abbildung 29 C und D). TUJ1
ist ein neuronenspezifisches B-Tubulin der Klasse Ill und gilt als einer der
gangigsten panneuronalen Marker. Es zeigen sich sowohl bei den Neuronen der
Wildtyp-Zellen wie auch bei den Cx43-defizienten Neuronen eine deutliche
rotliche Farbung. Die Cy3-positiven Bereiche ziehen sich fadenformig durch das

gesamte Areal.

Die aus Cx43-defizienten FSiPS-Zellen differenzierten Kardiomyozyten und
Neurone zeigen in den Immunfluoreszenzfarbungen und in der Zellkultur keine
augenfalligen Unterschiede im Vergleich zu den Wildtyp FSiPS-Zellen. Beide

Kardiomyozyten-Kulturen zeigen regelmafige, spontane Kontraktionen.

96



4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es mit Hilfe des CRISPR/Cas9-Systems
verschiedene Connexin43-Defektmutanten in humanen induzierten pluripotenten
Stammzellen zu generieren. Im Zuge dieser Experimente sollte ein Protokoll fir
die Anwendung des CRISPR/Cas9-Systems in Stammzellen erarbeitet werden.
Darlber hinaus sollten die Zellen mit Cx43-Defizienz in verschiedene Gewebe
differenziert werden, um Aussagen Uber die Bedeutung des Cx43 bei der direkten
interzellularen Zell-Zell-Kommunikation wahrend der Embryonalentwicklung

machen zu konnen.

4.1. Die Generierung einer Cx43-Defektmutante mittels
des CRISPR/Cas9-Systems

Zur Etablierung des CRIPSR/Cas9-Systems wurden zunachst HEK293T-Zellen
verwendet. Diese lassen sich einfach kultivieren und effizient transfizieren (Shein
und Enders 1962). So sollten zunachst Transfektionsmethoden,
Selektionsbedingungen und das Wachstum der Zellen nach genetischer
Manipulation getestet werden. Weiterhin konnten die Immunfluoreszenz- und
Immunoblot-Analysen sowie das Sequenzierungsverfahren fur den Nachweis
einer Cx43-Defizienz etabliert werden. Das erarbeitete Protokoll sollte

anschlieend auf humane pluripotente Stammzellen Gbertragen werden.

Eine Defizienz der Cx43-Genexpression konnte erfolgreich durch die Deletion
eines Teils der fur das Protein kodierenden Region auf Exon 2 des
Chromosoms 6 herbeigefuhrt werden. Daraus resultierte zum einen eine
Leserasterverschiebung, zum anderen die Erzeugung eines vorzeitigen Stopp-

Codons.
Connexin 43-Defektmutant in HEK293T-Zellen

Als Vehikel fir die Expression der sgRNA sowie des Cas9-Proteins wurde das

Plasmid pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 verwendet (Ran et al. 2013b). Die

entsprechenden sgRNAs wurden dafir zunachst in das Plasmid einkloniert.

Anschliefiend wurde die Funktionalitat des Vektors in HEK293T-Zellen getestet.
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Die entsprechend ausgewahlten Sequenzen der sgRNAs 1-3 (Leit- und
Folgestrang) wurden kommerziell synthetisiert. Bevor die sgRNAs in das
Tragerplasmid pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 eingebracht werden
konnten, wurde dieses zunachst mittels Restriktionsverdau Uberpriuft. Die
Ergebnisse der Gelelektrophorese zeigen, dass es sich um das korrekte Plasmid
handelte. Im nachsten Schritt wurden die drei zuvor erzeugten sgRNA-
Doppelstrange in das Tragerplasmid kloniert. Das wurde dafur mit Hilfe des
Enzyms Bbsl zwei Mal geschnitten, wobei so genannte sticky ends entstehen.
Die sgRNA wurde daraufhin in das Plasmid ligiert, indem sich die Uberhange
(sticky ends) des Plasmids mit denen der jeweiligen sgRNA Uber komplementare
Basenpaarung aneinanderlagern. Ein Ansatz mit Wasser statt sgRNA diente als
Negativkontrolle. Hier sollte es zu keiner Ligation kommen, da die Uberhange,
die bei der Restriktionsspaltung des Plasmids entstehen, nicht zueinander
komplementar sind. Dies erklart sich durch den Umstand, dass das Enzym Bbsl
2 Basen stromabwarts (Leitstrang) bzw. 6 Basen stromaufwarts (Folgestrang)
seiner Erkennungsstelle (5°-GAAGAC-3°) schneidet und damit, abhangig von der
umgebenden DNA Sequenz, unterschiedliche Uberhange erzeugt. Schneidet
man eine Sequenz 2 Mal mit dem Enzym, sind die entstehenden Uberhange
daher mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit nicht komplementar. Das resultierende
Plasmid wurde in kompetente E. coli Bakterien eingebracht und auf Agar-Platten,
welche mit Ampicillin versetzt waren, ausgestrichen. Das ringformige Plasmid mit
den sgRNAs tragt eine Resistenzkassette gegen das Antibiotikum Ampicillin,
wodurch die resultierenden E. coli Bakterien das Ampicillin tolerieren konnen und
auf den Platten wachsen und Kolonien bilden. In den Kontrollansatzen mit
Wasser sollte sich kein geschlossenes Plasmid bilden und somit sterben die E.
coli Bakterien auf den Kontrollplatten ab. Danach wurden einzelne Zellklone
isoliert und in Nahrmedium mit Ampicillin angezogen. Aus der so entstandenen
Bakteriensuspension wurden die Plasmide mittels Zelllyse und Adsorption am
Silicagel aufgereinigt. Mittels Sanger-Sequenzierung konnte die erfolgreiche

Integration der sgRNAs in das Plasmid nachgewiesen werden.

Fir den Plasmidtransfer in HEK-Zellen wurde die Elektroporation als Methode
gewahlt. Die Elektroporation bewirkt durch Erzeugung eines elektrischen Feldes
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eine temporare Permeabilisierung der Zellmembran (Neumann et al. 1982). Dazu
wurden verschiedene Plasmide in Kombination verwendet. Der Gesamt-DNA-
Gehalt pro Ansatz wurde auf jeweils 25 ug eingestellt. Zur Bestimmung der
Expressionsdauer nach transienter Transfektion diente ein GFP-kodierendes

Kontroll-Plasmid.

Die HEK293T-Zellen wurden nach der Elektroporation so verdunnt, dass
statistisch gesehen 0,8 Zellen pro Vertiefung einer 96-well Platte pipettiert
werden. Ziel hierbei war es, aus einer einzeln abgelegten Zelle eine monoklonale
Kolonie zu zlchten. Einen Tag nach Elektroporation erfolgte die Kontrolle visuell
unter dem Mikroskop. Vertiefungen mit mehreren sowie ohne Zellen wurden
verworfen. Gefahr bei dieser Methode ist, dass Zellen aneinanderhaften kdnnen
und dabei als eine Zelle erscheinen. Losung dieses Problems ware die

Verwendung eines automatischen Cell Sorters mit Einzelzellablagefunktion.

Die HEK-Zellen wurden schlieBlich mittels eines Dot Blots auf das Protein
Connexin 43 getestet. Potentielle Knockout-Klone wurden zur weiteren Analyse
ausgewahlt. Eine Bestatigung der Connexin-Defizienz erfolgte zunachst mittels
Immunfluoreszenzfarbung, dann mittels Sequenzierung. Bei Betrachtung der
Immunfluoreszenzanalyse erkennt man unterschiedliche Erscheinungsbilder. Bei
Klon 2 und 5 zeigten sich einige Cx43-negative Zellen, benachbarte Zellgruppen
wiesen jedoch ein deutliches Signal fur Cx43 auf, allerdings nicht an der
Zellmembran, sondern atypisch im perinukledren Bereich (Abbildung 13). Es
handelt sich hierbei um Mischklone aus Zellen mit verschiedenen genetischen
Eigenschaften. Die Sequenzierung beider Klone ergab, dass die Basensequenz
zwischen Schnittstelle 1 und 2 fehlt (Abbildung 14). Hierbei wurden
39 Basenpaare deletiert. Da 39 ein Vielfaches der Zahl 3 darstellt, fihrt dies zu
keiner Leserasterverschiebung, sondern zu einer Veranderung (Verkurzung) der
N-terminalen Domane. Der Verlust von Aminosauren im N-terminalen Bereich
bewirkt, dass es dem Protein Cx43 nicht moglich ist das endoplasmatische
Retikulum zu verlassen, um sich dann in die Membran einzulagern (Shao et al.

2012). Dies zeigt eindrtcklich, dass die N-terminale Domane fir den Einbau in
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die Zellmembran und die Funktion von groRer Wichtigkeit ist (Gong et al. 2007;
McLachlan et al. 2005; Roscoe et al. 2005).

Bei Klon 6 fallt auf, dass alle Zellen Cx43-negativ sind (Abbildung 16). Die
Sequenzierung ergab, dass hier der gesamte Bereich zwischen den
Schnittstellen 1 und 3 deletiert worden ist (Abbildung 17). Der fehlende Abschnitt
umfasst 89 bp, was zu einer Verschiebung des Triplett-Leserasters (frameshift-

Mutation) und zu einem nicht-funktionsfahigen Cx43 fuhrte.

Bei Klon 2 und 5 handelt es sich um Mischklone aus Cx43-negativen Zellen und
solchen mit trunkiertem Cx43-N-Terminus. Auffallig ist, dass die Sequenzierung
nur das Ergebnis der Zellen mit dem fehllokalisierten Cx43 zeigt und nicht die
des kompletten Knockouts. Da der Sanger-Sequenzierung eine PCR vorhergeht,
besteht die Mdglichkeit, dass im Mischklon eines der beiden mdglichen PCR-
Produkte bevorzugt gebildet wird. Die entsprechende Bande wurde dann nach
gelelektrophoretischer Aufreinigung ausgeschnitten, aufgereinigt und zur

Sequenzierung verwendet.

Die Etablierung eines geeigneten Protokolls zur Erstellung einer Cx43-
Defektmutante war geschehen. Dieses sollte nun an den pluripotenten

Stammzellen angewendet werden.
Connexin 43-Defektmutant in FSiPS-Zellen

Bevor das Experiment begonnen wurde, wurden die iPS-Zellen zunachst auf ihre
pluripotenten Eigenschaften hin Uberpruft. Die Pluripotenz korreliert mit den
nuklearen Transkriptionsfaktoren Oct-4 und Sox2 (Avilion et al. 2003; Nichols et
al. 1998; Niwa et al. 2000). Diese aktivieren wiederum den Transkriptionsfaktor
Nanog, bei welchem es sich ebenso um einen Pluripotenzmarker handelt
(Chambers et al. 2003; Mitsui et al. 2003; Pesce und Scholer 2001). Oct-4, Sox2
und Nanog gewahrleisten im Zusammenspiel, dass die Differenzierung
unterdrickt und der Zustand der Pluripotenz aufrechterhalten wird (Boyer et al.

2005). Der monoklonale Antikdrper TRA-1-60, welcher ein Antigen an der
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Oberflache der Zellen nachweist, gilt ebenfalls als Marker flir embryonale

Stammzellen (Andrews et al. 1984).

Nanog, Oct-4 und Sox2 zeigen bei fast allen Zellen ein deutliches Signal im
Bereich des Nukleus. Bei TRA-1-60 zeichnet sich ein positives Signal auf der
Zelloberflache ab (Abbildung 19). Dies zeigt, dass die Zellen pluripotente
Eigenschaften besitzen. Des Weiteren erfolgte mittels einer
Immunfluoreszenzfarbung der positive Nachweis von Cx43 in der Membran der
FSiPS-Zellen.

Einen Tag nach der Elektroporation begann eine Selektion mittels Puromycin, um
erfolgreich elektroporierte Zellen anzureichern. Nach dem Heranwachsen von
Kolonien wurden diese auf eine 96-well Platte Ubertragen. Bei dieser Methode
kann nicht ausgeschlossen werden, dass Zellen beim Aussaen
aneinanderhaften. Auflerdem kénnen eng benachbarte Kolonien miteinander
verwachsen und wie eine einzelne Kolonie erscheinen. Beides flhrt in der Folge

zu Mischkolonien. Dies muss bei der spateren Analyse berucksichtigt werden.

Es wurden 3 vielversprechende Klone (Klon 26, Klon 28 und Klon 68) aufgrund
ihres Farbemusters selektiert. Die Immunfluoreszenzfarbung von Klon 26 und 68
zeigt sowohl Cx43-positive als auch Cx43-negative Zellen (Abbildung 21 und
Abbildung 23). Die Zellen, die ein positives Signal fur Cx43 zeigten, weisen Cy3-
gefarbte Bereiche auf, die diffus im Zytoplasma verteilt sind. Es scheint sich in
beiden Fallen um Mischklone zu handeln. Klon 28 hingegen zeigte ein
weitestgehend homogenes Farbemuster mit perinuklear lokalisiertem Cx43, was
analog zu den Beobachtungen in HEK-Zellen, auf eine Deletion von 13

Aminosauren im N-Terminus von Cx43 hindeutet.

Ein wichtiges Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen Klon mit vollstandiger
Defizienz von Connexin 43 in Stammzellen zu erzeugen. Durch Subklonierung
von Klon 68 konnten mehrere Linien isoliert werden. Die in dieser Arbeit
dargestellte Immunfluoreszenzfarbung von Subklon 11 zeigt keinerlei Signal fur
Cx43 (Abbildung 24). Zur Verifizierung, dass es sich tatsachlich um einen

kompletten Cx43-knockout handelt, wurde eine Western Blot Analyse
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durchgefuhrt (Abbildung 25). Hierbei wurden zusatzlich zu Subklon 11 weitere
potenzielle Cx43-defiziente Subklone (5, 7, 12, 17) getestet. Als Positiv-Kontrolle
dienten Wildtyp FSiPS-Zellen, als Negativ-Kontrolle wurden Hela-Zellen
aufgetragen. HelLa-Zellen weisen keine endogene Expression von Cx43 auf. Als
Ladekontrolle wurde eine Immunoblot-Analyse gegen B-Aktin durchgeflhrt. Es
ist auffallig, dass die Positiv-Kontrolle nicht nur eine Bande bei einem
Molekulargewicht von 43 kDa zeigt. Zusatzlich treten weitere Banden auf. Dies
liegt daran, dass Connexin 43 phosphoryliert wird (PO, P1, P2) (Musil et al. 1990),
was sich in verschiedenen Banden in der Western Blot Analyse niederschlagt.
Die unterschiedlichen Banden mit der Variation von 2-4 kDa kommen einerseits
durch eine andere Molekularmasse sowie durch eine Konformationsanderung
zustande (Solan und Lampe 2009). Sowohl Subklon 11 wie auch die anderen
Subklone 5, 7, 12 und 17 zeigen auf der Héhe der Cx43-Bande kein Signal. In
der Ladekontrolle (3-Aktin) zeigen alle Subklone, sowie die FSiPS-Zellen und
HelLa-Zellen ein positives Signal. Um den Gendefekt zu bestatigen, wurden
Subklon 7 und 11 einer Sanger-Sequenzierung unterzogen. Die
Sequenzierungsergebnisse zeigen ein komplettes Fehlen der Basen zwischen
den Schnittstellen 1 und 3 (Abbildung 26). Die Deletion von 89 bp verhindert die

Entstehung eines intakten Proteins.
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4.2. Connexine in der Embryonalentwicklung

Mit Hilfe des CRISPR/Cas9-Systems konnten erfolgreich verschiedene Cx43-

Defektmutanten in FSiPS-Zellen generiert werden.

IPS Zellen bieten eine attraktive in vitro-Plattform, um den embryonalen Zustand
nachzuahmen. Kultiviert man diese als dreidimensionale Zellaggregate, lassen
sich durch die gezielte Zugabe von Wachstumsfaktoren Miniaturversionen
menschlicher Gewebe erzeugen. Auch frihe Embryonalstadien lassen sich in
Form von Blastoiden, Gastruloiden und Embryoidkdrperchen modellhaft
nachbilden (Worsdorfer et al. 2019). Diese Zellkulturmodelle bieten sie eine
ausgezeichnete Moglichkeit komplexe embryonale Prozesse untersuchen zu
konnen. Derartige Studien sind von Relevanz, da die Rolle der Connexine in der

Embryonalentwicklung immer noch nicht vollstandig geklart ist.

Frihe Forschungsergebnisse an Mausembryonen (Tag 4,5 -Tag 7,5) zeigten,
dass sich die niedermolekularen, fluoreszierenden Farbstoffe Fluorescein und
Lucifer yellow nach Injektion durch Weitergabe via Gap Junctions an die
Nachbarzellen im Mausembryo verteilen. Auch der Austausch von lonen wurde
beobachtet. Je weiter der Embryo in der Entwicklung fortschreitet, desto
eingeschrankter ist der Austausch der niedermolekularen Stoffe oder lonen (Lo
und Gilula 1979a; Lo und Gilula 1979b) und es kommt zur Ausbildung von

einzelnen kommunizierenden Kompartimenten (Kalimi und Lo 1988).

Hierbei stellt sich die Frage, welche der 20 Connexin-Gene im frihen
Mausembryo eine Rolle spielen. Bei Untersuchungen von Maus-Blastozysten
wurde festgestellt, dass 6 Connexin-Gene ausgepragt sind. Es wurden die
Transkripte von Cx30.3, Cx31, Cx31.1, Cx40, Cx43 und Cx45 nachgewiesen.
Cx31, Cx43, Cx45 finden sich im Zwei-bis Vier-Zellen Stadium, wobei Cx30.3,
Cx31.1 und Cx40 zusatzlich ab dem Acht-Zellen-Stadium exprimiert werden
(Davies et al. 1996). Im Jahre 2002 wurden 3 weitere Connexin-Transkripte,
namlich Cx30, Cx36 und Cx57 detektiert. Diese werden ab dem Zwei-Zellen-
Stadium exprimiert (Houghton et al. 2002).
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Im praimplantierten Embryo der Maus konnten Cx31 (Armiger et al. 2018),
Cx31.1 (Houghton et al. 2002), Cx40 (Davies et al. 1996), Cx43 (Valdimarsson
et al. 1991) und Cx45 (De Sousa et al. 1997) als Protein nachgewiesen werden.
Im Blastozystenstadium befinden sich Cx31 und Cx43 in der Inneren Zellmasse
und im Trophoektoderm. Nach der Implantation des Embyros befindet sich Cx31
ausschlieBlich im Trophoektoderm, wohingegen Cx43 vorrangig in den Zellen
des Epiblasten detektiert werden konnte (Dahl et al. 1996). Cx31, Cx31.1, Cx43
und Cx45 scheinen die wichtigsten Connexine der fruhen Entwicklung von
Mausen zu sein (Worsdorfer et al. 2018) (Abbildung 30).

Bei der Blastozyste des Menschen konnte die Anwesenheit von Cx26, Cx31,
Cx40, Cx43 und Cx45 bestatigt werden (Bloor et al. 2004; Hardy et al. 1996)
(Abbildung 30).
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Abbildung 30: Connexin-Expression in der Blastozyste, ESCs, TSCs im
Vergleich Mensch und Maus. Dargestellt ist die Connexin-Expression in der
Blastozyste, embryonalen Stammzellen (ESCs), Stammzellen des Trophoblasten
(TSCs) bei der Maus und beim Menschen. Gleiche Connexine wurden sowohl in der
Blastozyste wie auch in den Stammzellen detektiert. In der Inneren Zellmasse (ICM)
der Maus konnte Cx31.1 festgestellt werden, allerdings nicht in embryonalen
Stammzellen der Maus. Beim Menschen konnten in der ICM neben Cx43 und Cx45,
welche auch in den Stammzellen entdeckt wurden, auch Cx26 und Cx31 detektiert
werden. Diese wurden bei den ESCs bisher nicht entdeckt, dafur konnte bei diesen
Cx40 gefunden werden. Im Trophoblasten der Maus konnte Cx43 nachgewiesen
werden, bei den TSCs nicht. * Im Zytoplasma vorhanden, aber nicht an
Zellmembran, **persistierendes maternales Protein, ***in EB3 ESCs, nicht in HM1
ESCs (Worsdorfer et al. 2018).

Studien von Becker et. al. legten nahe, dass Gap Junctions fir den
praimplantierten Embryo essenziell zu sein scheinen. Ein Antikorper, der gegen
die zytoplasmatische Schleife von Cx43 gerichtet ist, wurde in einen
Mausembryo im Acht-Zell-Stadium injiziert. Hierdurch wurde der Transfer der
niedermolekularen, fluoreszierenden Farbstoffe Lucifer Yellow und Cascade Blue
unterbunden (Becker et al. 1995). Darlber hinaus wurden die injizierten Zellen

von der weiteren Entwicklung ausgeschlossen.

Houghton et al. konnten im Gegensatz dazu zeigen, dass sich praimplantierte
Mausembryonen, welche kein Connexin 43 besitzen, normal entwickeln und eine
Schwangerschaft in Vollzeit moglich ist. Es wurde vermutet, dass eine normale

Entwicklung durch eine Kompensation des Cx43 durch die 5 anderen Connexine
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stattfindet (Houghton et al. 2002). Dennoch zeigt der Verlust von Cx43 einen
starken Phanotyp, welcher zu einer perinatalen Letalitat fuhrt (Reaume et al.
1995). Um eine essenzielle Rolle Gap Junction-vermittelter Kommunikation
wahrend der frihen Embryonalentwicklung nachzuweisen, wurden doppel-
knockouts von Cx31 und Cx43 generiert. Cx31 single-knockout Mause zeigen
eine vorlbergehende Dysmorphogenese der Plazenta, was bei 60 % der
Embryonen zum intrauterinen Tod fuhrt (Plum et al. 2001). Beim
Cx31/Cx43 doppel-knockout zeigten sich lediglich die fur Cx31 bzw. Cx43 bereits
beschriebenen, aber keine zusatzlichen, durch Kombination entstandenen
Phanotypen (Kibschull et al. 2005). Es ist weiterhin bekannt, dass Cx45-
defiziente Mause aufgrund von Fehlbildungen wahrend der Gefalientwicklung
eine frlhe embryonale Letalitat aufweisen (Kruger et al. 2000). Eine Studie mit
Cx43/Cx45 doppeldefizienten Embryonen zeigt allerdings, dass diese, wie die
Cx31/Cx43 doppeldefizienten Tiere, keine zusatzlichen Anomalien im Vergleich
zu den einzel-knockout Stammen aufweisen (Nishii et al. 2016). Beide Studien
zeigen, dass entweder weitere Connexingene beteiligt sind, die den Verlust bei
Doppeldefizienz kompensieren, oder, dass die essenzielle Rolle Gap Junction

vermittelter Kommunikation moglicherweise Uberschatzt wurde.

Um die Rolle der verschiedenen Connexine abschlief3end bestimmen zu konnen,
sind multiple Connexin-knockouts notig. In der Gentechnik waren die
Moglichkeiten hierfur bislang limitiert. Aktuelle Studien allerdings zeigen
diesbezuglich einen bahnbrechenden Fortschritt. So gelang es vor kurzem bspw.
25 einzelne CRISPR-RNAs durch die Stabilisierung mit Hilfe einer tertiaren RNA-
Struktur auf ein einziges Plasmid zu bringen (Campa et al. 2019). Somit ware es
moglich alle relevanten Connexingene im Multiplex-Verfahren auszuschalten und
somit vollstandig kopplungsdefiziente iPS-Zelllinien zu erzeugen. Diese Zelllinien
wiederum koénnten als Basis flur die Erzeugung kulnstlicher embryonaler
Strukturen dienen. Mittels einer solchen Zellkulturplattform kdnnte dann die Rolle

der Connexine wahrend der Entwicklung eingehend untersucht werden.

Ein weiteres Beispiel fur die Rolle von Cx43 wahrend der embryonalen
Entwicklung ist die Krankheit Okulodentodigitale Dysplasie (ODDD). Humane
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iPS-Zellen bieten ein hervorragendes Modell, um ODDD-Mutationen durch
Nachbildung der Defekte in vitro naher zu untersuchen. Dies bietet die
Moglichkeit die Ursachen der Krankheit besser verstehen zu kénnen. Im Jahr
2017 wurde eine Studie mit einer Cx43 p.V216L Mutation in iPS-Zellen publiziert
(Esseltine et al. 2017). In den mutierten iPS-Zellen zeigte sich im Vergleich zum
Wildtyp eine veranderte Osteoblasten- und Chondrozytendifferenzierung. Fur die
Erbkrankheit ODDD sind derzeit uber 62 verschiedenen Cx43-Mutationen
beschrieben. Diese flhren zu verschiedenen Varianten der Krankheit mit teils
unterschiedlichen Facetten im Krankheitsbild. Das CRISPR/Cas9-System bietet
die Moglichkeit weitere ODDD-Mutationen in iPS-Zellen nachzustellen.
Aulerdem erlaubt die Technologie den Defekt in Patienten-abgeleiteten iPS-

Zellen zu reparieren, um endogene Kontrolllinien zu erzeugen.

15 % der Mutationen, die die Krankheit ODDD verursachen, zeigen
Substitutionen von einzelnen Aminosauren in den ersten 23 Aminosauren von
Cx43 (Paznekas et al. 2009). In einer Studie zu N-terminalen Cx43-Mutanten im
Zusammenhang mit ODDD wurde gezeigt, dass der Verlust von Aminosauren im
N-terminalen Bereich bewirkt, dass Cx43 im endoplasmatischen Retikulum
verbleibt und daran gehindert wird sich in die Membran einzulagern (Shao et al.
2012). ODDD-Mutanten, bei welchen eine Mutation im N-terminalen Ende von
Cx43 zugrunde lag, waren also nicht fahig funktionelle Gap Junctions zu bilden.
Ein &hnlicher Phanotyp konnte in dieser Arbeit bei einer CRISPR/Cas9-

vermittelten Deletion des N-terminalen Endes von Cx43 beobachtet werden.

4.3. Differenzierungspotential der FSiPS Cx43-

Defektmutante

Die Cx43-defizienten FSiPS-Zellen wurden zunachst in Kardiomyozyten und
Neurone differenziert. Cx43 ist wahrend der Differenzierung zu Kardiomyozyten
sowie in schlagenden Herzmuskelzellen ausgepragt (Oyamada et al. 1996).
Aullerdem wird Cx43 zusammen mit Cx45 wahrend der neuronalen
Differenzierung exprimiert (Cai et al. 2004; Rozental et al. 2000). In der Literatur
sind hierzu einige Phanotypen beschrieben. Eine Studie zeigt, dass bei Cx43-

mutierten Mauseembryonen eine Schwangerschaft bis zum Ende moglich ist, sie
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jedoch einen perinatalen Tod erleiden. Ursache fur den Tod ist ein Versagen des
Lungengasaustausches durch eine Schwellung und Blockade des
rechtsventrikularen gefallabfuhrenden Traktes (Reaume et al. 1995). Eine
weitere Studie zeigt die Wichtigkeit der Gap Junctions in neuronalen Geweben.
Eine Herunterregulierung von Cx26 und Cx43 bewirkt, dass die Migration von
Neuronen zur kortikalen Platte beeintrachtigt wird. Hierbei fungieren die Gap
Junctions nicht als Durchtrittskanale, sondern als dynamische, mit dem
Zytoskelett interagierenden Klebekontakte, um die Kontakte der Neurone und
radialen Fasern zu stabilisieren und eine Verlagerung des Kerns zu ermoglichen
(Elias et al. 2007). Dartber hinaus wurde gezeigt, dass Defekte des Cx43 in der
Angiogenese Effekte zeigen. Neugeborene Mause, denen ein Cx43-
blockierendes Peptid injiziert wurde, zeigen eine Reduktion der Gefal3bildung in
der Netzhaut (Elling et al. 2017).

Vor der Differenzierung zeigen die Zellen ein positives Signal auf die
Pluripotenzmarker Nanog und Tra-1-60 (Abbildung 27), somit konnten die
Zellen als pluripotent angesehen werden. Die Differenzierung in Kardiomyozyten
resultierte in funktionellen, schlagenden Kardiomyozyten. Die
Immunfluoreszenzanalyse mit der Farbung gegen Sarcomeric-Actinin (SRA) und
Cardiac Troponin T (cTnT) zeigt sich das typische Bild einer Myofibrille
(Abbildung 28). Weiterhin wurden die Cx43-defizienten FSiPS-Zellen in
neuronale Stammzellen und nachfolgend in Neurone differenziert (Reinhardt et
al. 2013). In der Immunfluoreszenzanalyse mit einem Antikérper gegen Nestin
und Sox1 (Abbildung 29) konnten sowohl in den WT iPS-Zellen sowie in den
Cx43-defizienten iPS-Zellen eine vergleichbare Menge an neuronalen
Vorlauferzellen nachgewiesen werden. Ebenfalls zeigt sich kein
augenscheinlicher Unterschied zwischen den Neuronen aus WT FSiPS-Zellen
und den Cx43-defizienten Zellen. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich
die Zellen trotz Cx43-Defizienz normal differenzieren. Ob das Cx43 hierbei durch
andere Connexine kompensiert wird oder sich ein bestimmter Phanotyp zeigt,

muss weiterhin eruiert werden.
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4.4. Ausblick

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse sollen die Basis bilden, um in
Zukunft weitere Erkenntnisse Uber das Membranprotein Connexin 43 in der
humanen Embryonalentwicklung und in der Entstehung von Krankheiten zu
erlangen. Aufgrund der Beteiligung von mutierten Connexinen an vielen
verschiedenen Krankheiten muss die Forschung weiter vorangetrieben werden.
Die Erzeugung von Connexin-Defektmutanten in pluripotenten Stammzellen und
deren gezielte Differenzierung in bestimmte Zelltypen und Gewebe kdénnte zu
neuen Erkenntnissen bezuglich bisher unbekannter Funktionen des Proteins
beitragen. Zusatzlich bietet das CRISPR/Cas9-System eine hervorragende

Methode, um Korrekturen in erkrankten Genen vorzunehmen.

FUr zukilnftige Arbeiten ist es wichtig folgende Punkte zu optimieren, um die

Forschung weiter voranzutreiben.

Ein Problem des CRISPR/Cas-Systems ist das gehaufte Auftreten von off-target-
Effekten (Fu et al. 2013). Bei diesen off-target-Effekten handelt es sich um
unspezifische, nicht gewollte Veranderungen im Genom. Hierbei wird nicht die
gewunschte Zielsequenz gespalten, sondern andere DNA-Abschnitte, die zur
Zielsequenz (partiell) homolog sind. Dies fuhrt zum einen zu Mutationen, aber
auch zu unerwlinschten chromosomalen Translokationen. Trotz der Ermittlung
der sgRNA-Sequenzen fur den Cx43-knockout mittels des CRISPR Design tools,
welches mogliche unspezifische CRISPR-Schnittstellen vorhersagt, konnen off-
target-Effekte nicht ausgeschlossen werden. Daher sollten mdgliche off-target-
Mutationen mit Hilfe einer der in den folgenden aufgefihrten Methoden analysiert
werden. Beim Digenome-seq werden off-targets durch Sequenzierung von
in vitro Cas9-verdauten Genomen (Digenomen) sichtbar gemacht. Hierbei wird
das komplette Genom sequenziert. Die Verdauung sollte viele DNA-Fragmente
mit identischen 5’-Enden produzieren, was zu Sequenzlesungen flhrt, die an den
Spaltstellen vertikal ausgerichtet sind. (Kim et al. 2015; Kim et al. 2016). Eine
weitere Methode, das GUIDE-seq, basiert auf der Integration von
doppelstrangigen Oligodeoxynukleotiden in die durch RNA-gesteuerte
Nukleasen entstandenen Doppelstrangbriiche (Tsai et al. 2015). Abschliel3end
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konnen mit Hilfe der Next Generation Sequencing-Technologie (NGS) die
Doppelstrangbriiche auf Nukleotidebene abgebildet werden. Bei der Methode
des LAM-HTGTS (Linear amplification-mediated high-throughput genome-wide
translocation sequencing) wird die isoliete DNA durch eine LAM-PCR mit
Primern versehen, an welche sich ,Adapter anheften (Hu et al. 2016). Es folgen
eine PCR zur Amplifizierung und eine Sequenzierung. Eine dieser Methoden
sollte nachfolgend angewendet werden, um ungewollte off-target-Schnitte

unseres Cx43-Defektmutanten sichtbar zu machen.

Zukunftig sollten zudem Methoden angewendet werden, um off-target-Effekte
von vorne herein so gering wie maoglich zu halten. In der Literatur sind hierzu
einige Strategien beschrieben: Zum ersten soll eine Anderung der sgRNA-
Sequenz helfen, off-target-Effekte zu vermindern. Bei dieser Methode wird das
3'-Ende der sgRNA trunkiert (dieser Teil ist Part der tracrRNA), komplementar
wird das 5-Ende um bis zu 3 Nukleotide trunkiert oder es wird ein zweifaches
Guanin am 5°-Ende vor die 20-nt Sequenz gesetzt (Cho et al. 2014; Fu et al.
2014; Pattanayak et al. 2013) Des Weiteren wird beschrieben, dass das genaue
Titrieren der Menge an Cas9 und sgRNA off-target-Effekte minimiert. Nachteil
der Methoden zur Reduktion der off-target-Aktivitat kann eine reduzierte on-
target-Aktivitat von Cas9 sein (Cho et al. 2014).

Ein wichtiger weiterer Aspekt ist der Ersatz von Cas9 durch mutierte Nickasen
(Cong et al. 2013; Gasiunas et al. 2012; Jinek et al. 2012). Hierbei handelt es
sich um Varianten von Cas9. Durch eine Punktmutation der Cas9 D10A Nickase
in der RuvC-Domane verliert diese ihre Fahigkeit den nicht-komplementaren
Strang zu schneiden (Nishimasu et al. 2014; Ran et al. 2013a). Dies fuhrt dazu,
dass nur ein Einzelstrangbruch des komplementaren Stranges erfolgt. Es konnen
nun zwei sgRNAs selektiert werden, die in unmittelbarer Nahe beide Strange
unabhangig voneinander durchtrennen. Eine sgRNA schneidet den
komplementaren, die andere den nicht-komplementaren Strang. So kdnnen off-
target-Effekte um das 50-1500-fache reduziert werden (Ran et al. 2013a). Bei der
Cas9 H840A Nickase wird aufgrund der inaktiven HNH-Domane nur der nicht-
komplementare DNA Strang durchtrennt. Weiterhin kénnen zwei Cas9 nicking-
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Enzyme, welche von zwei sgRNAs gesteuert werden und welche auf gegenlber
liegenden Strangen der Zielsequenz abzielen, unter geringerer off-target-Aktivitat

Doppelstrangbriche induzieren (Ran et al. 2013a).

Eine andere Methode beschreibt die Fusion von dCas9 (inaktiv) und einer Fokl-
Nuklease Domane. Das entstandene Produkt wird als fCas9 bezeichnet und zeigt
ein Uber 14-fache Spezifitat als Wildtyp Cas9 und eine 4-fach héhere als andere
gepaarte Nickasen (Guilinger et al. 2014; Tsai et al. 2014). Tru-RFN (truncated
RNA-guided Fokl Nuclease), welches trunkierte gRNAs und Fokl-dCas9
kombiniert, zeigt eine reduzierte off-target-Aktivitat um 40 % (Wyvekens et al.
2015).

Ferner wird in der Literatur beschrieben, dass chemisch modifizierte sgRNAs mit
Cas9-mRNA oder Cas9 selbst in die Zelle geschleust werden kdnnen, was eine
niedriges Zytotoxizitatslevel mit sich bringt als das Einbringen eines Plasmids
(Hendel et al. 2015).

Zur Untersuchung der Chromosomen sollte zudem eine Karyotyp-Analyse
durchgefuhrt werden. Dies ist ein Verfahren, um Chromosomen eines
Organismus zahlen zu kénnen und auf Anomalitaten zu untersuchen. Hierbei
werden folgende Punkte untersucht: relative und absolute GroRe der
Chromosome, Position der Telomere, Anzahl der Chromosome, Anzahl und

Position von Satelliten, Grad und Verteilung der heterochromatischen Regionen.

Zur Verifizierung der vorliegenden Ergebnisse sollen in weiteren Versuchsreihen
mindestens 3 weitere knockout Klone erzeugt werden. Dies ist essenziell und gilt
als Standardverfahren, da es in Zellkulturen haufig zu Mutationen kommt.
Mutierte Zellen haben oft einen Selektionsvorteil gegenluber anderen Zellen und
setzen sich in der Kultur durch. Zur Bestatigung eines Phanotyps sollten
sogenannte rescue-Experimente durchgefiihrt werden. Das bedeutet in diesen
Fall, dass bestatigt werden muss, dass der entstandene Phanotyp des Cx43-KO-
Klons auf die Wirkung des fehlenden Connexins 43 zurlck zu fuhren ist. Ein
geeignetes Verfahren ist das der Tetracyclin-gesteuerten
Transkriptionsaktivierung (Tet-OFF/TRE-CMV oder Tet-ON/Tre-CMV). Hier wird
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die Transkription in Gegenwart von Tetracyclin (oder eines Derivates) reversibel

ein- oder ausgeschaltet (Gossen et al. 1995).

Zukunftig sollte weiterhin Uber das Deletieren groRerer Bereiche fur den Cx43-
knockout nachgedacht werden. Wie schon erwahnt, ist eine Deletion eines
grolieren Bereichs der DNA moglich (Campa et al. 2019; Song et al. 2017; Song
et al. 2016; Zheng et al. 2014). Mit Hilfe dieser Technik liel3e sich die gesamte
codierende Region von Cx43 ausschneiden. Gegenuber der Leseraster-
Verschiebung bietet dies den Vorteil, dass hierbei keine kurzen nonsense-
Peptide entstehen, welche sich auf die Zelle auswirken kdnnten. Die Effizienz der
Deletion groRer DNA-Sequenzen kann hierbei durch die Anwendung mehrerer
sgRNAs auf 33,3 % erhoht werden (Han et al. 2014). Ein weiteres Ziel ist die
Erzeugung komplett kopplungsdefizienter iPS-Zelllinien mit Hilfe Doppel- und
Dreifach-knockouts von Cx40, Cx43 und Cx45 mit Hilfe des Multiplex-Verfahrens
(Cong et al. 2013). Weiterhin konnen iPSC-Defektmutanten zum Test potentieller

pharmakologischer Ansatze dienen.

Die Rolle und Funktionen von Cx43 sind bis heute nicht komplett erforscht. Bei
Betrachtung der Krankheit ODDD wird klar, dass die Mutationen vielseitig sind
und eine teils groRe Einschrankung der Lebensqualitat bedeuten kénnen. Um die
Funktion des Cx43 weiter untersuchen und verstehen zu konnen, sollten neben
dem Cx43-KO und Mehrfach-knockouts auch verschiedene ODDD-Mutationen
erzeugt werden. Somit konnten mehr als 62 Mutationen (bspw. missense R76H
Mutation, nonsense R33X Mutation, nonsense p.Arg148Ter Mutation)

nachgeahmt werden, da viele Mutationen bekannt sind.

In weiteren Experimenten sollen die Cx43-defizienten Zellen zudem zur
Untersuchung der Rolle des Cx43 bei der radialen Migration bzw. Proliferation
von neuralen Stammzellen in kortikalen Organoiden dienen. Negative
Auswirkungen der Cx43-Defizienz auf neuronales Gewebe wurde von einer
anderen Arbeitsgruppe schon nachgewiesen (Elias et al. 2007). Anhand von
Organoiden soll das Verhalten Connexin 43-defizienter Stammzellen im
Zellverband untersucht werden. Organoide bieten eine ausgezeichnete

Maglichkeit die komplexen embryonalen Prozesse in vitro nachzuahmen und zu
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untersuchen. Ein Organoid besteht aus einer Ansammlung organspezifischer
Zellen, die sich aus Stammzellen oder Organvorlauferzellen differenzieren und
selbst organisieren (Huch und Koo 2015). Hier kann zu einen die Rolle von Cx43,
aber auch von den anderen Connexinen bei der frihen Embryonalentwicklung
untersucht werden. Des Weiteren konnen Erkrankungen nachgeahmt und
untersucht werden (Drost und Clevers 2018; Fatehullah et al. 2016).
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5. Zusammenfassung

Die Rolle von Connexinen und Gap Junction-vermittelter Kommunikation in
pluripotenten Stammzellen sowie der frihen Embryonalentwicklung sind bis
heute nicht vollstandig aufgeklart. Mutationen in humanen Connexinen
verursachen eine Vielzahl von Krankheiten. Allein die Proteine Cx26 und Cx43
sind fur die Halfte dieser verantwortlich. Der Krankheitskomplex ODDD, der auf
Mutationen des Cx43 zurlck zu flhren ist, ist hierbei ein gutes Beispiel.
Connexin-defiziente iPS Zellen stellen eine gute Basis fur die Erforschung der
Rolle von Connexinen wahrend der Embryonalentwicklung und bei der

Krankheitsentstehung dar.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das CRISPR/Cas9-System in
pluripotenten Stammzellen erfolgreich anzuwenden und ein Protokoll zur
Erstellung verschiedener Cx43-Defektmutanten zu entwerfen. Nach der
Etablierung der CRSIPR/Cas9-Methode in HEK293T-Zellen konnte in der
vorliegenden Arbeit dariber hinaus erfolgreich eine Cx43-Defizienz in
FSiPS-Zellen erzeugt werden. Weiterhin wurden mehrere Cx43-Mutanten
geschaffen und initial auf Pluripotenzmarker und ihr Differenzierungspotential

untersucht.

Diese Arbeit bildet die Basis flr weitere Untersuchungen des Cx43 in
iPS-Zellklonen und davon abgeleiteten Zelltypen sowie artifiziellen 3D-
Gewebekulturen. Dartber hinaus bildet sie die Grundlage fur die Bildung weiterer
Connexin-Defektmutanten sowie von iPS-Zellen mit krankheitsrelevanten

Mutationen.

Diese Experimente ermoglichen tiefere Einblicke in entwicklungsbiologische

Prozesse sowie die Entstehung humaner Krankheiten.
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Anhang 1: pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 was a gift from Feng Zhang (Addgene plasmid
# 62988 ; http://n2t.net/addgene:62988 ; RRID:Addgene_62988) [access: 2016, may 02] (Ran et
al. 2013b).
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Anhang: 2 pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) was a gift from Feng Zhang (Addgene plasmid #
48138 ; http://n2t.net/addgene:48138 ; RRID:Addgene_48138) [access: 2016, june 09] (Ran et
al. 2013b).
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