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1. Einleitung

Das Glioblastom Multiform (GBM, Grad V) ist der aggressivste und haufigste
Gehirntumor. Die fehlende Wirksamkeit von Therapien und das Wiederauftreten des GBM
nach Resektion resultierten in einer schlechten Prognose und einer durchschnittlichen
Uberlebensrate von 12 bis 15 Monaten [1,2]. Die Anwendung von Standardtherapien weist auf
lange Sicht nur geringe Wirksamkeiten auf, da sich die GBM-Zellen vom Tumorgewebe
differenzieren und insbesondere die GBM-Stammzellen (GSC) Resistenzen gegen Chemo- und
Strahlentherapien aufweisen [3]. Die Gewebeinfiltration verhindert die vollstdndige operative
Entfernung aller Tumorzellen, weshalb es nach der Resektion zum Wiederauftreten des Tumors
kommt. Das grof3e Problem sind die geringen ph&notypischen Unterschiede des Tumorgewebes
zum gesunden Gewebe. Um dies zu umgehen kdnnen genotypische Unterschiede als
tumorspezifische  Angriffspunkte genutzt werden. Tumor-spezifische = Mutationen,
uberexprimierte Gene und tumorauslésende Gene sind Besonderheiten eines Tumors und
eignen sich daher fiir einen gezielten Gen-Knockout.
Shankar et al. (2018) beschreiben eine Methode zur Behandlung von Glioblastomen. Dabeli
wird der sekunddre Weg zur Nicotinamidadenindinukleotid (NAD) Synthese mit einem
Medikament blockiert [4]. Tumore des Glioblastoms mit einer niedrigen Einstufung (Grad I-111)
weisen ein mutiertes Isocitrat Dehydrogenase (IDH1) Enzym auf, wodurch es inaktiv bleibt und
daher kein NAD umsetzt. Die Tumorzellen sind dann nur noch von dem sekundéren Weg Utber
das Enzym Nicotinamide Phosphoribosyltransferase (NAMPT) abhéngig. Der Hemmstoff
wirkt zwar auch bei gesunden Zellen, diese konnen aber weiterhin tber IDH1-Wildtyp NAD
produzieren und werden daher nicht geschédigt [4]. Da bei Glioblastomen Grad IV der IDH1-
Wildtyp vorliegt, ist diese Strategie nicht anwendbar.

Da die beschriebene IDH1-Mutation bei GBM Grad IV Tumoren nicht vorkommt
missen andere Mutationen, die fir den Tumor spezifisch sind, identifiziert werden. Diese
konnen dann als Target fur den Einsatz des CRISPR-Cas9-System (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats, CRISPR associated protein 9) benutzt werden [5-7].

In dieser Arbeit sollen Target-spezifische, die sogenannten Zielsequenzen, fur das
CRISPR-Cas9-System definiert und in entsprechende lentivirale Vektoren kloniert werden. Da
der zellulare DNA-Reparaturmechanismus Fehlsequenzen einfuhrt, konnen auf diese Weise
Gene der Tumorzellen gezielt ausgeschaltet werden [8].



1.1. Das Glioblastom

Das Glioblastom Multiform (GBM, Grad 1V) zédhlt zu einer der bdsartigsten
Tumorarten des zentralen Nervensystems. Als Standardtherapie erfolgt eine operative
Entfernung des Tumorgewebes mit anschlieBender Chemo- oder Strahlentherapie. Bei der
chirurgischen Entfernung kann der Tumor nicht vollstandig entfernt werden, da besonders die
GSC das benachbarte, gesunde Gewebe infiltrieren [3,9]. Zudem weist das GBM eine hohe
Heterogenitat auf, welche die Anwendung einer einheitlichen Therapie und eine Kklare
Differenzierung im Gewebe, besonders wéhrend der Operation, erschwert [9]. Die Zellen,
welche sich vom Tumorgewebe differenziert haben, konnen in Farbeverfahren wahrend der
Operation oder auf MRT-Scans nicht sicher lokalisiert werden [10,11]. Die GSCs sind der
Hauptgrund flr konsekutive Rezidive nach der Therapie, da sie zudem eine hohe Resistenz
gegenlber konventioneller Strahlen- und Chemotherapie aufweisen [9,12,13]. Das
Wiederauftreten des Tumors nach der chirurgischen Entfernung resultiert in einer
durchschnittlichen Uberlebensrate von 12 bis 15 Monaten [1,2]. Auf Grundlage dieser nur
unzureichend wirkenden Therapien muss ein neuer Ansatz gefunden werden, der ein gezieltes
Tdéten der tumorauslosenden Zellen, im Unterschied zu dem gesunden Gewebe ermdglicht.
Neben der neuen Entwicklung von Chemotherapeutika in Verbindung mit Strahlentherapien
entstehen zurzeit weltweit neue Ansétze zur selektiveren Bekd&mpfung des GBM. Spezifische
Therapien mit mMRNAs und gezieltes Inhibieren von Tumorproteinen durch z. B. Nanopartikel
lassen auf vollig neue und effektivere Therapien hoffen [11,14,15].

Konventionelle Therapien wirken nur wenig selektiv, da sich die Tumorzellen
aulerlich nur gering von den gesunden Zellen unterscheiden. Daher bieten Therapien auf
genomischer Ebene einen Ansatzpunkt, welcher selektiv das Ausschalten von GBM-Zellen
ermdoglichen konnte [4]. Sequenzierungen von GBM-Proben ermdglichen einen Einblick und
Vergleich von Mutationen auf dem Genom, die zur Bildung einer Tumorzelle flhren.
Mutationen kdnnen zu einer Steigerung oder Senkung der Expression des jeweiligen Gens
fuhren und den GBM-Zellen ihre gefahrliche Eigenschaft verleihen. Das Abschalten von Genen
durch Mutationen kann in den Tumorzellen jedoch auch Abh&ngigkeiten von sekundaren
Synthesewegen auslésen. Anders als bei den gesunden Nervenzellen fiihrt dies zu einer
Abhangigkeit der Tumorzelle von nur einem Enzym.

So sind beispielsweise Gliome niedrigeren Grades durch das mutierte Enzym Iso-
Citrat-Dehydrogenase-1 (IDH1) gekennzeichnet. Das Fehlen der IDH1-Aktivitat macht die
Zellen abhdngig von einem sekundaren Weg zur Herstellung von Nicotinamid-Adenin-

Dinucleotid (NAD) durch das Enzym Nicotinamid-Phosphoribosyltransferase (NAmMPRTase
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oder NAMPT). Shanker et al. nutzen die Mutation des IDH1 in Glioblastomen Grad I und I1.
In der Arbeit wurde ein System entwickelt, bei welchem ein Hemmstoff fir NAMPT in einem
Mischpolymer aus Milch- und Glykolsdure in die Tumorhohle injiziert werden soll und die
NAD-Produktion hemmt. Diese Methode ermdglicht das Einbringen von stark wirkenden
Medikamenten direkt an den Ort des Tumors, um starke Nebenwirkungen bei der Injektion in
den Blutkreislauf zu vermeiden, da der Hemmstoff langsam durch die Nanopartikel im Gehirn
freigesetzt wird [4]. Da das GBM jedoch den IDH1-Wildtyp aufweist, wird IDH1 exprimiert
und diese Therapie ist fur Grad IV Tumore nicht anwendbar. Da Mutationen im GBM Grad 1V
auch bestimmte Enzyme betreffen, kann nach einer &hnlichen Abhangigkeit gesucht und diese
gezielt genutzt werden. CRISPR-Cas9 kann das entsprechende Gen flr das Enzym inaktivieren
und selektiv das Tumorwachstum beeinflussen, wahrend die gesunden Zellen den zweiten
Stoffwechselweg nutzen kénnen. Des Weiteren bieten sich auch Punktmutationen als Target
an, da diese ebenfalls selektiv durch das CRISPR-Cas9-System ausgemacht und zerschnitten
werden. Auf sogenannten letalen Genen kann dies den entscheidenden Unterschied zu
gesunden Zellen machen, obwohl die Punktmutation keinen Einfluss auf den Phé&notyp der
Zelle hat.

1.2 Das CRISPR-Cas9-System

Bakterien und Archaeen besitzen die Fahigkeit, eingedrungene DNA durch das
Restriktions-Modifikations-System zu zerstdren oder den eigenen Zelltod einzuleiten, um die
Vermehrung von Bakteriophagen zu verhindern. Dieses Abwehrsystem beruht auf einer
Protein-DNA-Bindung.

Das neu entdeckte CRISPR-Cas9-System beruht dagegen auf einer RNA-DNA-
Hybridisierung. Im Jahr 1987 wurden bei der Sequenzierung des E.coli- Genoms
wiederauftretende Muster gefunden, die anschlieBend auch bei anderen Bakterien und
Archaeen entdeckt wurden. Im Jahr 2005 zeigten sich Ahnlichkeiten zwischen diesen
Abschnitten und Abschnitten aus dem Genom von Bakteriophagen. Daraus entwickelte sich die
Hypothese eines noch unbekannten Abwehrsystems. Die Hypothese wurde zwei Jahre spéater
durch die Beobachtung der Resistenz von Streptococcus thermophilus gegenlber
Bakteriophagen bestatigt. Die Entdeckung des CRISPR-Cas9-Systems zeigte nicht nur die
Sequenz-gerichtete Immunabwehr der Prokaryoten gegen Bakteriophagen, sondern erdffnete
auch neue Wege in der Gentechnik.

Die CRISPR-Cas9-Immunabwehr ist aufgrund der Sequenzspezifitdt besonders

wirkungsvoll und hochspezifisch. Sie verleiht den Zellen die Fahigkeit, sich gegen fremde

3



DNA zu immunisieren, indem eine kurze Sequenz der fremden DNA in das eigene Genom
integriert wird. Die Abkurzung CRISPR steht fur Clustered Regulary Interspaced Short
Palindromic Repeats und bezeichnet die genomische Region, den sogenannten CRISPR-Locus.
Dieser besteht aus kurzen palindromischen Sequenzwiederholungen, die von den kurzen
variablen Sequenzen der Bakteriophagen, den sogenannten Spacern oder den Zielsequenzen,
unterbrochen werden. Prokaryoten kénnen mehrere CRISPR-Loci im Genom aufweisen. Der
Aufbau eines CRISPR-Locus ist in Abbildung 1 dargestellt.

Bei den Spacern handelt es sich um Kkurze Sequenzabschnitte, die aus
vorhergegangenen Infektionen mit Bakteriophagen stammen und in das Genom integriert
wurden. Kommt es zu einem Kontakt mit einem unbekannten Bakteriophagen, so wird ein
neuer Spacer dem CRISPR-Locus an seinem Ende hinzugefligt. Die Spacer dienen als

immunologisches Gedéchtnis und werden an die Nachkommen weitervererbt.

Spacer
b
m—ECasﬁ >| Cas9 Cass
| | I R R N
| |
Repeats

Anzahl und Art der Caspasen ist
abhéangig vom Organismus

Abb. 1 Aufbau und Komponenten des CRISPR-Locus

Der CRISPR-Locus unterteilt sich in die Gene fir die Caspasen-bindende Tracer-
RNA (tracrRNA, rot), die Caspasen-Gene (gelb) und den CRISPR-Array. Der
CRISPR-Array besteht aus Gleichen, sich wiederholenden Sequenzen (Repeats)
und den variablen Sequenzen (Spacern). Die AT-reiche Leader-Sequenz liegt vor
den Repeat- und Zielsequenzen und enthalt den Promotor fur die Transkription des
gesamten CRISPR-Arrays. Die Spacer kodieren fiir 20-25 Basenpaar lange
Sequenzen fremder DNAs. Bakterien weisen unterschiedliche Caspasen auf die
jeweils andere PAM-Sequenz erkennen.



Die Wirkungsweise des CRISPR-Cas-Systems lasst sich im Allgemeinen in drei
Phasen unterteilen, die Immunisierung, Expression/Prozessierung und Interferenz. In der
Immunisierungsphase wird fremde DNA in Form einer neuen Spacer-Sequenz in das Genom
integriert. Dieser Schritt wird durch die Caspasen 1 und 2 und die Leader-DNA ermdglicht.

Die Spacer Fragmente werden immer in nachster Nahe zur Leader-Sequenz
eingebaut. Wahrend dieses Prozesses wird der letzte Repeat verdoppelt und das Muster
verschiebt sich um eine Position. Die Abfolge der Spacer kann demnach wie ein Zeitstrahl der
Infektionen gelesen werden. In der Gentechnologie sind tracrRNA, Repeat- und Spacer-RNA
zu einem RNA- Molekul zusammengesetzt worden und bilden die sRNA. Der Austausch der
Zielsequenz wird durch Klonierung synthetischer Oligonukleotide durchgefihrt (Abb. 2). Die
Auswahl einer geeigneten Zielsequenz ist abhangig vom Vorkommen sogenannter PAM-
Sequenzen (protospacer adjacent motif) auf dem fremden Genom. Die PAM-Sequenz muss
sich direkt hinter der Zielsequenz befinden. Caspase 1 und 2 schneiden nur Zielsequenzen aus
dem fremden Genom heraus, welche neben einer PAM-Sequenz liegen. Die PAM-Sequenz
wird nicht mit in das Genom integriert da sonst das eigene Genom der Bakterien geschnitten
wirde. Cas9 erkennt die vier PAM-Sequenzen 5-(GATC)GG-3". Bei der Auswahl von
Zielsequenzen fur das Schneiden genomischer DNA muss daher eine der vier PAM-Sequenz
direkt hinter der Zielsequenz liegen [16,17].

In der Expressions- und Prozessierungsphase wird der sgRNA/Caspase-Komplex
gebildet. Die Expression des CRISPR-Lokus kann standig oder erst bei Infektion der Zelle
erfolgen. In der Expressionsphase wird die crRNA gebildet die aus einem Spacer und Repeat
Element besteht. Die crRNA hybridisiert mit der tracrRNA und bildet eine RNA-Struktur, die
von der Caspase erkannt wird (Abb. 2A). Fur die gentechnische Anwendung wurde aus den
beiden RNA Molekulen ein einziges Molekiil, die sRNA, konstruiert (Abb. 2B).

In beiden Fallen 6ffnet der crRNA-tracrRNA- oder sgRNA-Caspasekomplex die
fremde DNA und sucht nach komplementaren Sequenzen. Kommt es zu einer Bindung an die
Zielsequenz-komplementdre Sequenz unter VVorhandensein der Caspase-spezifischen PAM-
Sequenz, wird eine R-Schleife, ausgehend von der crRNA, induziert. Zusammen mit der
Caspase wird anschlieBend, durch Hydrolyse in der N&he der PAM-Sequenz, der
Interferenzkomplex ausgebildet. Die Endonuklease-Aktivitat der Caspase bewirkt den Verdau
bzw. das Schneiden des DNA-Doppelstrangs.



A Spacer + Repeats tracrRNA B crRNA  tracrRNA
—

0 A . L T e
v ' '
crRNA tracrRNA sgRNA
3 —
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'

crRNA:tracrRNA F
Hybrid mp F sgRNA/Caspase
Komplex

crRNA:tracrRNA  /
Caspase-Komplex | Caspase F  Caspase W

. Caspase | Schneiden . Caspase -
74 der DNA N

Abb. 2 Aufbau und Funktion des CRISPR-Cas9-Systems
A In Bakterien wird aus den Spacer- und Repeat-Sequenzen die crRNA gebildet.

Diese hybridisiert mit der tracrRNA. An die tracrRNA bindet die Caspase.
Zusammen bilden sie den Komplex fir die Sequenzerkennung und das Schneiden
der DNA.

B Fir die gentechnische Anwendung sind die zwei RNA-Elemente, crRNA und
tracrRNA zu einer single-guide-RNA (sgRNA) zusammengesetzt.



Nach dem Sequenz-spezifischen Schnitt wird der DNA-Doppelstrang auf zweli
Weisen repariert. Bei der nicht-homologen Endverknlpfung wird die DNA mit dem fehlenden
Abschnitt wieder legiert und es kommt zu einer Deletion. Bei der homologen Rekombination
wird ein zweiter Doppelstrang als VVorlage verwendet und das Gen bleibt unverandert. Fiir die
Immunabwehr mit CRISPR ist der Weg der nicht homologen Endverknlipfung entscheidend.
Die entstehende Gen-Deletion kann zur Fehlfunktion des entsprechenden Proteins oder zum
Verschieben des Leserasters flihren, welches die Proteinfunktion dauerhaft inhibiert [8,18,19].

Fur die geplante Inaktivierung der Tumorzellen missen auf dem Genom
Zielsequenzen ausgemacht werden, welche einen Knockout von Genen, die flr das
Tumorberleben oder — deren Wachstum entscheidend sind, hervorrufen. Das CRISPR-
Caspase-System muss dann gezielt in die Tumorzellen eingeschleust werden. Eine Mdoglichkeit
besteht in der Verwendung von lentiviralen Vektoren in die das CRISPR/Caspase System
integriert wurde. Ausgewahlte Spacer- bzw. Zielsequenzen konnen in die sgRNA-Sequenz
kloniert werden. Diese Vektoren kénnen als Genome pseudotypisierter Viren eingesetzt werden
und somit zellspezifisch in die Zielzelle transportiert zu werden [18]. In der Arbeit werden die

Spacer, wie in Abb. 2 immer als die Zielsequenz der sgRNA bezeichnet.

1.3. Lentivirale Vektoren mit CRISPR-Cas9-System

Lentivirale Vektoren, die auf dem Genom des HIV-1 (Humanes Immundefizienz-
Virus Typ-1) basieren, sind geeignete Werkzeuge, um beispielsweise das komplette
CRISPR/Cas9-System in eukaryotische Zellen zu (bertragen. In dieser Arbeit wurden in die
LentiCRISPRv2-mCherry (addgene #99154, [19]) und LentiCRTISPRv2-puro (addgene
#98290, [20]) Vektoren tumorspezifische Zielsequenzen kloniert (Abb. 3).

Der Vorteil dieser Vektoren besteht darin, dass die wichtigen Enzyme und Proteine
des HIV-1 entfernt wurden um Platz fur das CRISPR/Cas-9-System zu schaffen. Auf dem
Vektor befinden sich die 5°- und 3°-HIV-1 Long Terminal Repeat (LTR) Sequenzen, zwischen
denen die fur die Replikation des HIV-1-RNA-Genoms wichtigen Sequenzabschnitte liegen
(Abb. 3). In 5"-Richtung befindet sich das W-Verpackungselement (HIV-1 ¥), das HIV-1-Rev-
Response-Element (RRE), der zentrale Polypurintrakt (cPPT/CTS), die Zielsequenz, das gRNA
scaffold, Cas9, eine Puromycin-Resistenz oder mCherry und das posttranskriptionale
regulatorische Element (WPRE).



AmpR promoter CMV enhancer,

AmpR

(CMV promoter)
5' LTR (truncated)

cPPT/CTS
U6 promoter

EF-1a core promoter,

LentiCRISPRv2-mCherry
mit GPD1 sgRNA
13.124 bp

bGH poly(A) signal
3' LTR (AU3)

FLAG

Abb. 3 LentiCRISPRv2-mCherry mit der GPD1-Zielsequenz
Die Zielsequenz fiir Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase 1 (GPD1) wurde in das
Plasmid (addgene #99154) kloniert. Die Restriktionsstellen fir BsmBI wurden an den
Positionen 2615 und 4500 geschnitten und dadurch ein 1885 bp groflen Fragment
ausgeschnitten. Die GPD1-Zielsequenz wurde anschliefend als synthetisches
Oligonukleotid (25 bp) in die entsprechenden 5¢- und 3°-BsmBI-Uberhange ligiert.
Dargestellt ist der fertige Vektor, der zur Infektion genutzt werden kann.

Der CMV-Promotor leitet die Transkription der HIV-1-RNA am 5'-LTR ein. Diese
Transkription umfasst eine RNA bis zum 3"- Ende des LTR. Hinter dem 3"-LTR wird ein Poly-
A-Schwanz (SV40 PolyA) transkribiert, welcher die RNA vor dem Verdau der Zelle schiitzt
[21,22]. Das retrovirale ¥ -Verpackungselement, auch als W-RNA-Verpackungssignal bekannt
ist an der Regulierung des wesentlichen Prozesses der Verpackung des retroviralen RNA-
Genoms in das virale Kapsid wahrend der Replikation beteiligt. Das endgltige Virion enthalt
ein Dimer aus zwei identischen Kopien des viralen Genoms. Dem Verpackungselement folgt
das RRE-Element, welches ein aus etwa 350 Nukleotiden stark strukturiertes RNA-Segment
bildet. In Anwesenheit des akzessorischen HIV-1-Proteins Rev wird das virale Genom
aufgrund des RRE, aus dem Zellkern in das Zytoplasma exportiert. Der Polypurintrakt
(CPPT/CTS) ist die fir die Synthese des zweiten cDNA Strangs bendtigte RT-resistente

Sequenz, die nicht durch die RNase-H Aktivitat der RT abgebaut wird. Hinter dem Reportergen
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liegt das posttranskriptionale regulatorische Element (WPRE), des Woodchuck Hepatitis Virus.
Diese DNA-Sequenz erzeugt bei der Transkription eine Tertiarstruktur, die eine Steigerung der
Expression der RNA induziert. Das HIV-1-Genom enthalt somit alle fir die Replikation
entscheidenden Sequenz-Elemente mit Ausnahme der viralen Faktoren fir den RNA-Transport
zur Zellmembran.

Die sgRNA-Transkription wird durch den U6-Promotor eingeleitet. Sie besteht aus
der eingesetzten Zielsequenz und dem gRNA-scaffold. Die Expression von Cas9 und dem
Reporter unterliegt dem EF-1a-Promotor. Dieser gehort zum Lenti-X-Expressionssystem,
welches aullergewohnlich hohe Titer rekombinanter Lentiviren flr die Expression beliebiger
cDNA in allen Zelltypen herstellt, die flr eine lentivirale Transduktion empféanglich sind. Die
konstitutive Expression durch den EF-1a-Promotor wird genutzt, um die Unterdriickung des
CMV-Promotors in Sdugetierzellen zu umgehen [23].

Die Reporter mCherry oder die Puromycin-Resistenz werden gleichzeitig mit dem
Cas9-Protein exprimiert, wodurch die Expression des Cas9-Enzyms Uberprift werden kann.
Durch Nachweis der mCherry Fluoreszenz oder durch Zugabe von Puromycin kann die Cas9-
Expression nachgewiesen bzw. auf Puromycin resistente Zellen selektiert werden. Damit nach
der Cas9 Translation der Puromycin oder mCherry Reporter getrennt translatiert werden kann,
liegt zwischen beiden Genen eine P2A-Sequenz. Diese kodiert fur 18-22 Aminoséuren langes
Peptid und 16st wahrend der Translation das ribosomale Skipping aus. Dies fuhrt dazu, dass bei
der Translation eine Peptidbindung ausgelassen wird. Nach der Cas9 Translation wird das
Skipping eingeleitet und das Reporterprotein separat translatiert [6,24]. Weiterhin befindet sich
am C-terminalen-Ende der Caspase9 ein Kernlokalisierungssequenz (NLS), welches als
Markierung dient und den Import in den Zellkern ermdglicht. Auf diese Weise kann Cas9 mit
der gebundenen sgRNA in den Zellkern gelangen [25]. Auf allen Vektoren wird unter dem
AmpR-Promotor die Ampicillin Resistenz exprimiert, wodurch Bakterien nach einer
Transformation selektiv wachsen kénnen. Auf diese Weise kann die Plasmid-DNA selektiv in
Bakterienkulturen produziert und anschlielend fir die Klonierung der Zielsequenzen

aufgereinigt werden.

1.4. Auswahl von sgRNA-Zielsequenzen zur Anwendung in GBM

Ein Ziel der Genotypisierungsstrategien ist die Identifizierung von mutierten Genen
in GBM-Tumorzellen, die bei der positiven Selektion eine Rolle spielen. Parallele Mutationen
sind DNA-Nukleotid-Substitutionen, die am gleichen Genort in Tumorzellen

patienteniibergreifend nachgewiesen wurden. Solche parallelen Mutationen treten beim
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niedriggradigen Gliom fir IDH1 auf, wie bereits beschrieben, aber auch bei anderen Genen fir
Proteine wie EGFR (Epi-dermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor) [26,27], TP53 (humanes
Tumorprotein 53) [26], PTEN (Phosphatase und Tensin Homolog) [28]. Darlber hinaus kann
jede Mutation, wie stille Mutationen oder Mutationen aufRerhalb von Genen, zur Identifizierung
von parallelen Mutationen verwendet werden. Solche Mutationen sind mdglicherweise fir die
Veranderung des zelluldren Phanotyps nicht relevant, kdnnen aber zusétzlich als Ziele zur
Hemmung oder Abtétung von Tumorzellen verwendet werden. Da diese Mutationen GBM-
Tumorzellen von normalen Hirnzellen unterscheiden, kénnte die CRISPR-Cas9 sgRNA, die
speziell fur eine dieser Mutationen entwickelt wurde, diese Tumorzellen inaktivieren. Haufig
spielen die parallelen Mutationen eine wichtige Rolle bei der Tumorentstehung, welches sie zu
einem optimalen Ziel fir eine Gentherapie machen. Durch die Sequenzierung von
tumorspezifisch mutierten Genen nach einer Biopsie kann gezielt ein Pseudotyp mit passender
SgRNA eingesetzt werden.

Weiterhin kdnnen Gene in Tumorzellen aufgrund von Mutationen inaktiviert sein.
Fuhrt eine solche Mutation, wie bei IDH1, zur Abhédngigkeit von einem Enzym, so kann eine
Inaktivierung durch CRISPR die Synthese vollstandig hemmen. Toledo et al. (2015) hat mit
einer genomweiten Sequenzierung eine Abhéngigkeit von GBM-Zellen von den Genen
PKMYT1 und WEE1 beobachtet [29]. Aus diesen Resultaten kann geschlossen werden, dass
eine Inhibition eines der Enzyme Auswirkungen auf die Vitalitdt der GSC hat, aber keinen
Effekt auf die gesunden Zellen hat. Zudem kénnen Mutationen auch Enzymfunktionen steigern
und das Tumorwachstum beschleunigen oder das Zelltberleben steigern. Eine Studie von Rusu
et al. (2019) ergab, dass ein erhohter Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase-1 (GPD1) Spiegel
mit der gesteigerten Wachstumsgeschwindigkeit der GBM-Zellen zusammenhangt. Eine
Verringerung des GPD1-Spiegels durch Inhibition hat zur Reduktion des Tumorwachstum in
Mausen gefuhrt [30].

In vielen Krebsarten wurden zudem Mutationen des Promoters der Reversen
Transkriptase der Telomerase (TERT) festgestellt. Die Mutationen fiihren zu einer héheren
Aktivitat, wodurch es zu einer gesteigerten Expression des TERT-Gens kommt. Die reverse
Transkription ermoglicht den Tumorzellen eine unbegrenzte Zellteilung, da die Telomerasen
stets erneuert werden. Da in gesunden Zellen das Gen meist nicht oder nur geringfiigig
exprimiert wird, bietet der Gen-Knockout von TERT einen zuversichtlichen Ansatzpunkt die

Zellprofileration der GSC-Zellen zu minimieren [31,32].
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1.5. Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit sollen Zielsequenzen fir sgRNAs ausgesucht werden, die das
Wachstum von Glioblastom Grad IV  Tumorzellen inhibieren. Dazu sollen
Sequenz-Datenbanken und die Literatur nach potenziellen Tumor-spezifischen Genmutationen
durchsucht werden. Zusétzlich sollen eigene Zielsequenzen entworfen werden, die z.B.
parallelen Mutationen entsprechen. Die ausgewahlten Sequenzen sollen als synthetische
Oligonukleotide in zwei verschiedene lentivirale VVektoren kloniert werden.

Dazu stehen zwei Plasmide, LentiCRISPRv2-mcherry und LentiCRISPRv2-puro
zur Verfiigung. Die Klonierung erfolgt in die BsmBI-Schnittstelle, welche zwischen beiden
Vektoren kompatibel ist. Zusétzlich soll eine vereinfachte Klonierungsmethode etabliert

werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material und Ausristung

2.1.1. Gerate

Name Beschreibung Hersteller

Zentrifuge Biofuge pico Heraceus
Centrifuge 5810 R, Rotor FA-45-6-30 Eppendorf

Elektrophorese Kammer
Fluoreszenz Mikroskop
Mikroskop

Inkubator

Pipetten

Skalpell

Sterilwerkbank

Thermocycler

Thermomixer

Avanti Centrifuge J-26XP
Horiton 58

EVOS FL Auto

Diavert

CB 150

INE 500

Schttelinkubator 3031
Research plus (verschiedene Grof3en)
Pipetman (verschiedene GroRen)
Metallklinge

Sterilgard 111 Advance
Tprofessional Thermocylcer
Mastercycler Gradient

Thermomixer comfort, 1,5 mL Tubes

Beckman Coulter
Life Technologies
Life Technologies
Leitz

Binder

Memmert

GFL

Eppendorf

Gilson

B. Braun

Baker Company
Biometra
Eppendorf
Eppendorf

DNA-Messgerat NanoDrop Thermo Scientific
Vortexer VF2 IKA Labortechnik
2.1.2. Verbrauchsmittel

Name Beschreibung Hersteller
Pipetten Spitzen Biossphere Filter Spitzen (versch. GroRen) Sarstedt
Serologische Pipetten Costar Stripette (verschiedene GrofRen) Corning

Laborflaschen

Reaktionsgefale

Verschiedene Grofien

Verschraubbare Reaktionsgefale

und Safe Seal ReaktionsgefaRe
(verschiedene Grolien)
Verschraubbare Mikroreaktionsgefale
1,5mL

Schott Duran

Sarstedt
Sarstedt
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Zentrifugenréhrchen 50 mL, 120x7 mm, PP

15 mL, 114x28 mm, PP Sarstedt
Petrischalen 92x16 mm mit Nacken 82.1473 Sarstedt
Kivetten 1mL, OS, QS Helma
2.1.3. Chemikalien
Name Hersteller
Ampicillin Natriumsalz Roth
Ethanol 99.8% Roth
Ethidiumbromid 10 mg/mL Roth
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat Roth
Kaliumdihydrogenphosphat Roth
LB Agar Roth
LE Agarose Biozym
TRIS Roth
Essigsdure Roth
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Roth
Tripton Roth
Hefeextrakt AppliChem
Kaliumacetat Roth
Rubidiumchlorid Sigma Aldrich
Magnesiumchlorid Roth
Calciumchlorid Roth
Glycerin Roth
Na-MOPS Roth
Natriumchlorid Roth
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth
2.1.4. Reagenzien
Name Beschreibung Hersteller
Antibiotika Ampicillin Natrium Salz Roth
Puffer Cutsmart Puffer NEB

10x T4 Ligase Puffer NEB

5x Phusion HF Reaktionspuffer NEB
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DNA Marker GeneRuler 1 kb DNA Ladder Thermo Scientific

Farbstoff Loading Dye Purple 6X NEB
Nukleotide dNTP NEB
Enzyme Trypsin/EDTA Pan Biotech
Phusion HF DNA-Polymerase NEB
BsmBl.v2 NEB
T4 Ligase NEB

2.15. Zellen

Name Organismus Herkunft

DH5a E. coli BNITM

2.1.6. Plasmide

Name Beschreibung Hersteller

LentiCRISPRv2-mCherry  Lentiviral basierter Vektor, Cas9 Addgene
Funktion, mCherry Reporter, #99154

LentiCRISPRv2-puro Lentiviral basierter Vektor, Cas9 Addgene

Funktion, puro-Resistenz Reporter, #98290

2.1.7. Reagenzien-Kits

Name Hersteller
NucleoBond Xtra Plasmid DNA Purification Machery-Nagel
NucleoSpin Plasmid Machery-Nagel
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen

2.2. Oligonukleotide fir die Klonierung mit BsmBI-Uberhéngen

Die Oligonukleotide wurden nach dem Protokoll des Zhang-Lab erstellt (Anhang
7.3). Fir eine Ligation wurden zwei Oligonukleotide mit folgenden tiberstehenden 5°- und 3°-

Enden konstruiert:

57- CACCG XXXX XXX XX XXX XX XX XX XX -3
3- C XXXXXXXXXX XXX XXXXXXX CAAA -5

Durch die beiden unterschiedlichen Uberhédnge erfolgte eine orientierte Insertion

der Oligonukleotide in die lentiviralen Vektoren. Die Oligonukleotide wurden bei Metabion
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mit einer Konzentration von 100 puM (entsalzt) bestellt. Nach der Ankunft wurden die
Oligonukleotide bei -20 Grad gelagert.

2.3. Herstellung kompetenter DH5a - Bakterien

In einem Reagenzglas wurden 3 mL YT-Medium vorgelegt und mit einer
Einzelkolonie von E. coli DH5a angeimpft. Das Reagenzglas wurde Gber Nacht unter Rotation
(37 °C, Memmert Inkubator INE 500) inkubiert. In einem 1000 mL Erlenmeyerkolben wurden
100 mL YT-Medium und 2 mL der Ubernachtkultur zusammengegeben. Die Kultur wurde in
einem Laborschuttler (37 °C, 180 rpm, Inkubator GFL, 3031) inkubiert, bis die optische Dichte
(ODeoo) zwischen 0,3 und 0,4 lag. Das Zellwachstum wurde gestoppt, indem der
Erlenmeyerkolben auf Eis gestellt und dann gedreht wurde. Je Erlenmeyerkolben wurden
100 mL des TFBI — Puffers und 5 mL des TFBII — Puffers benétigt und vorab auf Eis gestellt.
Von der gekihlten Kultur wurde je 50 mL in ein 50 mL Zentrifugenréhrchen gegeben und bei
4500 rpm und 4 °C fur 15 Minuten zentrifugiert (Eppendorf, Zentrifuge 5810 R, Rotor FA-45-
6-30). Es war wichtig, dass die Zentrifuge vor der Benutzung auf 4°C gekihlt war, damit die
Bakterienkultur sich nicht wieder erwdrmte. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand
verworfen und das Bakterienpellet in je 50 mL TFB I-Puffers suspendiert. Anschlielend
wurden die Zentrifugenréhrchen fir 15 Minuten auf Eis inkubiert und erneut bei 4500 rpm und
4°C fir 15 Minuten zentrifugiert (Eppendorf, Zentrifuge 5810 R, Rotor FA-45-6-30). Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde in je 2,5 mL des TFB lI-Puffers gelost. Die
so hergestellten kompetenten Bakterien wurden zu je 100 pL in PCR Reaktionsgefalie bei

minus 70 °C eingefroren und konnten anschlieBend fir die Transformation verwendet werden.

1L YT-Medium 8¢ Trypton
59 Natriumchlorid
50 Hefeextrakt
TFB I - Puffer 30 mM Kaliumacetat

100 MM  Rubidiumchlorid
50 mM Manganchlorid
10 mM Calciumchlorid
15% Glycerin
Nach Zugabe der Reagenzien wurde der pH-Wert mit Natronlauge auf 5,8 eingestellt und der

Puffer sterilfiltriert.

TFB Il - Puffer 10 mM Na-MOPS
10 mM Rubidiumchlorid
75 mM Calciumchlorid
15% Glycerin
Der pH-Wert wurde mit Essigsaure auf 6,8 eingestellt und der Puffer sterilfiltriert.
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2.4. Transformation von Bakterien

Bei der Transformation soll durch einen Hitzeschock Plasmid DNA in E. coli DH5a
Zellen gelangen. Dazu wurden 100 pL der gefrorenen kompetenten Zellen (-70 °C) und 1 pg
der Plasmid DNA in einem PCR-Reaktionsgefall zusammengegeben und 10 Minuten auf Eis
gestellt. Anschliefend wurde das PCR-Reaktionsgefall fir 3 Minuten im Thermocycler
(Eppendorf, Mastercycler Gradient, 42 °C) inkubiert. Nach der Inkubation wurden die
Bakterien wieder fir 10 Minuten auf Eis gestellt. In einem 1,5 mL Reaktionsgefal wurde 1 mL
Y T-Medium vorgelegt und nach der Inkubation auf Eis wurden die kompetenten Bakterien dem
YT-Medium zugegeben. Die Kultur wurde bei 37 °C fur 30 Minuten inkubiert. Zum
Ausplattieren wurden 100 pL der Kultur auf eine YT-Amp-Agarplatte pipettiert und mit einem
Glasstab ausgestrichen. Die restliche Kultur wurde bei 8000 rpm flr 20 sec zentrifugiert
(Heraeus, Biofuge pico) und der Uberstand bis auf einen kleinen Rest, ca. 100 pL, verworfen.
Das Pellet wurde im restlichen Uberstand suspendiert und auf eine neue YT-Amp-Agarplatte
ausplattiert. Die Agarplatten wurden tUber Nacht bei 37 °C inkubiert (Memmert, GFL 3031).

Dieses Verfahren wurde fir die Lenti-Vektoren und klonierte VVektoren verwendet.

YT-Medium 8¢ Trypton
50 Natriumchlorid
590 Hefeextrakt
1000 mL  ddH.0
YT-Amp-Agar 8¢ Trypton
59 Natriumchlorid
50 Hefeextrakt
16 g Agar

1000 mL__ ddH.0O
6 mL Ampicillin 60mg/mi

Der YT-Agar wurde ohne Ampicillin autoklaviert. Nach dem Autoklavieren wurde das
Ampicillin bei ca. 45 °C hinzugegeben und der Agar in die Petrischalen gegossen. Die

Petrischalen wurden Uber Nacht bei 37 °C inkubiert, um sie auf Kontaminationen zu prifen.

2.5. CRISPR one-step cycle ligation

Bei dem one-step cycle Ligations-Verfahren werden das Plasmid, die
Oligonukleotide, das Restriktionsenzym BsmBI und die T4-Ligase gleichzeitig eingesetzt. Das
Verfahren zur Klonierung der Zielsequenzen wurde nach der Anleitung des Golden Gate
Protokolls (vgl. Anhang 7.2) durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz wurde dazu in einem
PCR-Rohrchen angesetzt und durchlief im Thermocycler festgelegte Temperaturen in

voreingestellten Zeitintervallen (Mastercycler Gradient, Eppendorf). In ersten Schritt erfolgte
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der Restriktionsverdau durch BsmBI bei 42 °C. Im zweiten Schritt ligiert die T4-Ligase bei
16 °C die Oligonukleotide an die Sticky-Enden des BsmBI geschnittenen Plasmids. Nach
Abschluss der Zyklen wurde der Reaktionsansatz fiir 20 Minuten bei 80 °C inkubiert, um die
Enzyme zu inaktivieren. AnschlieBend wurde die Temperatur bei 15 °C gehalten, bis die Probe

dem Thermocycler entnommen wurde. Die Ligation wurde mit DH5a-Zellen transformiert.

Reaktionsansatz 1L LentiCRISPR.v2-mCherry (0,5 pg/pL)
3 uL 10x T4 Ligase Puffer
10 pL Oligonukleotide 1uM (rev + for)
1puL BsmBI (NEB) 10U/ul
1puL T4-Ligase (NEB) 5U/ul

15uL  ddH.0

Thermocycler Protokoll Schritt 1: 42 °C, 3 min

Schritt 2: 16 °C, 3 min

60 Zyklen von Schritt 1 und 2

Schritt 3: 80 °C, 20 min

Schritt 4: 15 °C, oo
2.6. PCR Scan

Um den Vektor nach der One-step-ligation auf die inserierte Zielsequenz zu

uberprifen wurden funf Kolonien aus der Transformation gewahlt. Die Einzelkolonie wurde in
einem PCR Reaktionsgefal3 in 20 pL ddH»O geldst und mit der Pipette ein Punkt mit ca. 1pl
der Bakteriensuspension auf eine neue Ampicillin-Platte gegeben. Fur die PCR wurde ein
Primer 250 bp vor der Ligationsstelle des Targets ausgewahlt und als forward Oligonukleotid
bestellt. Als zweiter PCR-Primer wurde das reverse Oligonukleotid der jeweiligen Zielsequenz
verwendet. Der Reaktionsansatz wurde in einem PCR-R&hrchen angesetzt und durchlief im
Thermocycler (Mastercycler Gradient, Eppendorf) festgelegte Temperaturen in
voreingestellten Zeitintervallen. In Schritt 1 erfolgte das Denaturieren der DNA und somit die
Trennung der Doppelhelix. In Schritt 2 lagern sich die Primer an den DNA-Einzelstrang an. In
Schritt 3 erfolgte die Elongation der Primer durch die Tag-Polymerase. Die Wiederholung der
Schritte ermdglichte das Anreichern des etwa 250 bp groRen Fragments. Anschliefend wurde
die Temperatur bei 15 °C gehalten, bis die Probe dem Thermocycler entnommen wurde. Die
Proben wurden mittels der Gel-Elektrophorese Uberprift. Von positiven Proben konnten
anschlielend aus der markierten Ampicillin-Platte jeweils zwei Kolonie entnommen und in

einer Plasmid-Extraktion das Plasmid fir die Sequenzierung angereichert werden.

forward Oligonukleotid 5- CGGATCGGCACTGCGTGCGCC - 3°
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Reaktionsansatz 325uL  ddH20
10 uL 5x Phusion HF Reaktionspuffer
2,5 L forward Oligo 10pM
2,5 4L reverse Oligo10 uM
0,5 pL Phusion HF DNA Polymerase 2U/pl
1puL dNTP

Thermocycler Protokoll 35 Zyklen von Schritt 1 bis 3
Schritt 1: 98 °C, 30 sec
Schritt 2: 55 °C, 30 sec
Schritt 3: 72 °C, 1 min
Schritt 4: 15 °C, halten

2.7. Agarose Gel Elektrophorese

Der Nachweis von DNA und deren Grolie erfolgte mit der Gel-Elektrophorese in
einem 0,9 % Agarosegel. Dazu wurde die Agarose eingewogen und in TAE Puffer in der
Mikrowelle erhitzt, bis die Agarose vollstandig gelost war. In die Elektrophorese Kammer
wurde auf das Trennbett (7 cm x 7cm) 1 pL Ethidiumbromid pipettiert. Anschlieend wurde
die Agarose hineingegossen und mit dem Ethidiumbromid verruhrt. Zuletzt konnten ein oder
zwei Kdémme (8 Taschen, Breite 1 mm) in die vorgesehenen Platze einsetzt werden. Nach dem
Erstarren der Agarose konnten die Kdémme und die Begrenzungen zum Gieen vorsichtig
entfernt werden und TAE-Puffer bis knapp Uber das Agarosegel in die Kammer (Horiton 58,
Life Technologies) geftllt werden. Zur Kontrolle wurde ein DNA-Marker (Gene Ruler 1 kb
DNA ladder, Thermo Scientific) verwendet. Die Proben wurden mit jeweils 4 uL Loading Dye
(Purple (6X), NEB) versehen und mit ddH20 auf insgesamt 15 pL aufgefiillt. Die Separation
erfolgte bei 87 V und 100 mA (die Zeit wurde abhéngig von der DNA-Grolke gewahlt, 40
Minuten fur Plasmide und 25 Minuten flr Fragmente). Die Auswertung des Gels erfolgte unter
UV-Licht.

TAE Puffer 40mM  TRIS
20 mM Essigsdure 99% (Eisessig)
2 mM EDTA
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2.8. Mini-Plasmid Extraktion

In einem Reagenzglas wurde 4 mL dYT-Amp-Medium vorgelegt und eine
transformierte Kolonie mit einem Glasstab zugegeben. Das Reagenzglas wurde mit einer
Alukappe verschlossen und im Inkubator (ber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die
Bakteriensuspension wurde anschlielend in ein 15 mL Zentrifugenréhrchen uberfihrt und bei
11.000 g fur 30 Sekunden zentrifugiert. Die Aufreinigung der DNA erfolgte nach dem
Protocol-at-a-glance (Rev.09), NucleoSpin Plasmid Protokoll. Die Aufreinigung konnte durch

Messung am NanoDrop Photometer und durch eine Gel-Elektrophorese Gberprift werden.

dYT-Amp-Medium 16 ¢ Tripton
59 Natriumchlorid
109 Hefeextrakt

5mL Ampicillin (60mg/mL)
1000 mL  ddH.0

2.9. Maxi-Plasmid Extraktion

In einem 1000 mL Erlenmeyerkolben wurden 250 mL dYT-Medium mit Ampicillin
vorgelegt und eine Kolonie E. coli DH5a Zellen mit einem Glasstab zugegeben. Die Kultur
wurde in einem Laborschttler (37 °C, 180 rpm, Inkubator GFL, 3031, Memmert) iber Nacht
inkubiert. Die Zellsuspension wurde in eine Flasche Uberflihrt und bei 10.000 g fur funf
Sekunden zentrifugiert (Avanti J-26XP, Beckman Coulter). Das Bakterienpellet wurde in 8 mL
Resuspensionspuffer (mit RNAse) gelost und anschliefend mit 8 mL Lysis-Puffer versetzt.
Nach funf Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde 8 mL Neutralisationspuffer
zugegeben und vorsichtig gemischt, bis die blaue Suspension farblos wurde. Das Lysat wurde
in ein 50 mL Falcon uberfiihrt und bei 10.000 g fir 15 Minuten zentrifugiert (5810 R, Rotor
FA-45-6-30, Eppendorf). Wéhrend der Zentrifugation wurde der Papierfilter mit 12 mL
Equilibrierungspuffer befeuchtet. Der Uberstand wurde auf den Papierfilter gegeben und das
Pellet verworfen. Der Papierfilter wurde anschlieBend mit 5 mL Equilibrierungspuffer
gewaschen und ebenfalls verworfen. Die Sdule wurde anschlieBend mit 8 mL Waschpuffer
gewaschen. In einem 15 mL Zentrifugenrohrchen (Sarstedt) wurden 3,5 mL Isopropanol
vorgelegt. Die DNA wurde mit 5 mL Elutionspuffer eluiert und in den Isopropanol-R6hrchen
aufgefangen. Die DNA-L6sung wurde bei 15.000 g fir 30 Minuten zentrifugiert (5810 R, Rotor
FA-45-6-30, Eppendorf). Der Uberstand wurde vorsichtig verworfen und das DNA-Pellet in
500 pL ddH2O geldst und anschliefend in ein 1,5 mL Reaktionsgefaly Uberfiihrt. Das
Zentrifugenrohrchen wurde erneut mit 200 pL ddH.O gewaschen und die DNA-haltigen
Losungen vereinigt. Die Plasmid-DNA wurde in einem weiteren Schritt Ethanol gefallt und

aufkonzentriert.
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2.10. DNA-Sequenzierung

Fur die DNA-Sequenzierung wurden 20 pL Plasmid aus der Mini-DNA-
Préparation mit einer Konzentration von 80 ng/uL Plasmid angesetzt. Zur Verdinnung der
Proben wurde ddH»O verwendet. Die Sequenzanalyse wurde von LGC-Genomics (Berlin) mit
dem hUG6-F-Primer durchgefuhrt. Die Ergebnisse konnten nach zwei Werktagen online
eingesehen werden (vgl. Anhang 8.4.). Vektoren mit erfolgreicher DNA-Sequenzierung

wurden mittels einer Plasmid-Extraktion (Methode 2.9) flir weitere Experimente angereichert.

2.11. Ethanol Féallung

Die DNA aus der Plasmid-Extraktion wurde mit dieser Methode weiter aufgereinigt
und konzentriert. Dazu wurde die gesamte DNA-L6sung auf Eis gekuhlt und mit 50 pL
Natriumacetat versetzt. Anschliefend wurde das Reaktionsgefal bis 1,5 mL mit Ethanol
aufgefillt. Die Losung wurde flr 15 Minuten auf Eis inkubiert und bei 15.000 g fiir 15 Minuten
zentrifugiert (5810 R, Rotor FA-45-6-30, Eppendorf). Der Uberstand wurde verworfen und das
Plasmid-Pellet bei 42 °C mit offenem Deckel im ReaktionsgefdR getrocknet. Nach dem
Trocknen wurde das Pellet in 150 pL ddH>O geldst, dabei wurde mit einem Vortex das
ReaktionsgefaR geschuttelt. Zum Nachweis der DNA wurde das Verfahren der
Gel-Elektrophorese verwendet.

2.12. Messung und Konzentrierung der DNA
Konnte in der Gelelektrophorese Plasmid-DNA nachgewiesen werden, wurde die
DNA zusétzlich im NanoDrop Photometer vermessen. Durch Zugabe von ddH2O wurde die

Plasmid-Konzentration (Caspna) auf 1 pg/pL wurde eingestellt.

A
0.02 (pg/mL)~t-cm~

CasDNA = - =AX 50 pg/mL (or ng/pL)
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3. Ergebnisse

3.1. Aus der Literatur entworfene sgRNA-Zielsequenzen

3.1.1. sgRNA-Zielsequenzen gegen tumorférdernde Gene

Die Tumorentstehung resultiert aus einer Folge von zufalligen Mutationen auf dem
Genom. Oft sind davon dieselben Gene betroffen, welches den Tumorzellen z.B. Immortalitéat,
und eine schnellere Profileration verleihen. Fir eine Inaktivierung mit der CRISR-
Cas9-Genschere eignen sich Gene, die durch Mutationen Uberexprimiert werden. Die erhohte
Genexpression kann oft mit einer schlechten Prognose in Verbindung gebracht werden. Eine
Senkung der Genexpression oder die vollstandige Inhibition kann fir eine Verlangsamung der
Profileration entscheidend sein. In dieser Arbeit wurden Zielsequenzen fir das GPD1- und
TERT-Gen aus der Literatur ibernommen (Tabelle 1und Tabelle 2) [33—-35] und in die BsmBI-
Schnittstelle der beiden lentiviralen Vektoren kloniert (Abb. 4).

BsmBl1 BsmBl-Insert (1885 bp)
(2615)
CACCGGAGACGGT:::::::::::TACGTCTCT AGTTTTAGA
TTTGIGG Y CCTCTGCCA: ::::::::::ATGCAGAGACAAA | ATCT
BsmBI

(4500)
G1-Spacer-Sequenz (25 bp)

5 -CACCGCATCTGAAGGCAAACGCCALC =.37
3= CGTAGACTTCCGTTTGCGGTGCAAA—- 5°
BsmBI BsmBI
(251 5) (4500)

G
et Al

5
f BsmBI
, Vcrdau
J [ LentiCRISPRvZ-mCherry J‘ LentiCRISPRv2-mCherry
14.984 13.099

\

\\ ~
s

Ki‘ﬂ

Abb. 4:  BsmBI-Klonierung der Zielsequenzen in die lentiviralen Vektoren.

Durch Schneiden mit BsmBI wird ein 1860bp grolRes DNA-Fragment ausgeschnitten.
Dadurch werden zwei verschiedene Uberhange erzeugt und die beiden BsmBl-
Erkennungssequenzen (fett, rot) aus dem Vektor entfernt. Anhand der beiden
unterschiedlichen Uberhange wird die Zielsequenz in der richtigen Orientierung in den
Vektor legiert. Der fertige sRNA-Vektor besitzt keine BsmBI-Schnittstelle und ist
daher BsmBl resistent. Die Kombination aus BsmBI und T4-Ligase ermdglicht daher
eine Klonierung mit Hilfe der One-Step-Ligation (Methode 2.5).
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3.1.1.1. Das Enzym Glycerol-3-Phosphat Dehydrogenase 1

Die Glycerol-3-Phosphat Dehydrogenase 1 (GDP1) spielt eine entscheidende Rolle
im Kohlenstoff- und Lipidstoffwechsel. GPD1 wandelt Dihydroxyacetonphosphat um und
reduziert Nikotin-Adenin-Dinukleotid in NAD®. Das zytosolische Protein und die
mitochondriale Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase bilden ein Glycerin Phosphat-Shuttle, der
den Transfer von Aquivalenten in die Mitochondrien erleichtert [36,37]. In Zellen des
Glioblastom Multiform wird GPD1 verstarkt exprimiert. Die erh6hte Expression des Enzyms
konnte mit einer schlechten Prognose bei GBM Patienten in Verbindung gebracht werden.
Wurde das Gen jedoch gezielt in den Zellen reguliert und inhibiert, wurde in kultivierten GBM
Zellen ein Verlust Ausbildung von Rezidiven beobachtet [30]. Da besonders bei GSC das
Wiederauftreten des Tumors einer Heilung entgegenwirkt, eignet sich die Inaktivierung des
GPD1-Gens. Fir die Inaktivierung von GPD1 mit CRISPR-Cas9 stehen Zielsequenzen zur
Verfugung [34] (Tabelle 1A). Es wurden drei Zielsequenzen ausgewéhlt und als
Oligonukleotide in die BsmBI-Schnittstelle der beiden lentiviralen Vektoren LentiCRISPRv2-
mCherry und LentiCRISPRv2-puro kloniert (Tabelle 1B).

Tabelle 1: Zielsequenzen fir GPD1 spezifische sgRNAs

A
Gen | Bez. | Lit. Ort sgRNA PAM
Exon 3
GL |[34] | ,ororroi peroeron | CATCTGAAGGCAAACGCCAC | TGG
GPD1 Exon 2
G3 |14 | 4orcuerr norasess | CTCAGCCATCGCCAAGATCG | TGG
G5 | [34] Exon 3 CAAGATCTGTGACCAGCTCA | AGG
48785675-48785695
B GPD1
Bezeichnung Sequenzen der Oligonukleotide
Gl Forward 5- CACCG CAT CTG AAG GCA AAC GCC AC - 3°
Reverse  3'- C GTA GAC TTC CGT TTG CGG TG CAAA - 5°
G2 Forward 5'- CACCG CTC AGC CAT CGC CAA GAT CG - 3°
Reverse 3'- C GAG TCG GTA GCG GTT CTA GC CAAA -5
G3 Forward 5'- CACCG CAA GAT CTG TGA CCA GCT CA - 3°
Reverse 3'- C GTT CTA GAC GCT GGT CGA GT CAAA - 5°
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3.1.1.2.  Das Enzym Telomerase Reverse Transkriptase

Die Struktur und Integritdt der Telomere sind fur die Stabilitdit des Genoms
essenziell. Fur die Aufrechterhaltung der Telomere ist Telomerase Reverse Transkriptase
(TERT) zustandig. In einzelligen Organismen ist die Telomerase Aktivitat hoch, wodurch sich
der Organismus unendlich teilen kann. In mehrzelligen Organismen ist die Telomerase
Aktivitat stark unterdriickt, ausgenommen sind dabei die Zellen der Keimbahn, profilierende
Gewebe und hdmatopoetische Gewebe. Durch Mutationen, besonders im Promotorbereich von
TERT, kann es zur Hochregulierung der Aktivitat kommen, was zur Profilerationsfahigkeit von
Tumorzellen fuhrt [31,38-40]. Da das Senken dieser Aktivitdt auch die Profileration der
Krebszellen inhibiert, bietet sich dieses Gen besonders gut als inhibitorisches Ziel an (Tabelle
2A) [35]. Fur TERT wurde eine Zielsequenz als BsmBI-Oligonukleotid in die LentiCRISPRv2-
mCherry und LentiCRISPRv2-puro Vektoren kloniert (Tabelle 2B).

Tabelle 2: Zielsequenzen fur die TERT spezifische sgRNA

A
Gen | Bez. | Lit. | Ort | sgRNA | PAM
TERT | TT1 [35] Exon 4 AGATGTTGGTGCACACCGTC TGG
1311741-1311760
B TERT
Bezeichnung Sequenzen der Oligonukleotide
TT1 Forward 5- CACCG CAT CTG AAG GCAAACGCCAC-3

Reverse  3'- CGTAGACTTCCGTTTG CGG TG CAAA -5
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3.1.2. sgRNA-Zielsequenzen fur Second-Pathway Gene

Viele lebensnotwendige Stoffwechselprodukte werden in Zellen auf zwei
verschiedenen Wegen hergestellt (second pathway). Wenn es zur Inhibition oder Inaktivierung
eines der dafur notwendigen Gene kommt, kann die Zelle weiterhin tber den zweiten Weg das
Produkt synthetisieren. Aufgrund der hohen Mutationsrate in Tumorzellen kann es zu
Inaktivierungen eines dieser Wege kommen, wodurch die Tumorzelle von der Aktivitat des
zweiten Enzyms abhangig wird. In Glioblastomen wurde nachgewiesen, dass PKMYTL1 oder
WEEL1 inaktiv sein kdnnen und daher das Ausschalten des zweiten Faktors die Inhibition der
PKMYT1/WEE1 Funktion bewirkt. Das CRISPR-Cas9-System kann in GBM einen
Gen-Knockout hervorrufen, welcher durch Wegfall der PKMYT1und WEE1 Aktivitat zur
Senkung der Zellprofileration fuhren kann [41]. In niedriggradigen Gliomen ist zudem das
IDH1 Enzym inaktiv, welches zu einer Abhangigkeit von NAMPT fuhrt. Da bereits an
Therapien geforscht wird, die NAMPT inaktivieren, wére es von Vorteil, mit dem CRISPR-
Cas9-System IDH1 zu inaktivieren und auf diese Weise die Anwendung der NAMPT-Therapie

auch bei Gliomen vom Grad IV zu ermdglichen [4].

3.1.2.1.  Die Membran assoziierte Tyrosin/Threonin Protein Kinase 1 und WEE1

Die Membran assoziierte Tyrosin/Threonin Protein Kinase 1 (PKMYT1) ist eine
Cdc2-Kinase und zahlt ebenso wie WEE1 zur WEE-Familie. Beide Enzyme gelten als Mitose
hemmende Inhibitoren des Menschen. PKMYT1 und WEE1 phosphorylieren Tyr 15 und Tyr
14 an der ATP Bindungsstelle von Cdk und hemmen somit dessen Funktion. Die
Phosphorylierung ist von Bedeutung zu Beginn der Mitose, da es zu einer Aktivierung des
M-Cdks kommt. Auf diese Weise wird die ZellgroRe und Profileration reguliert. Werden
DNA-Schaden erkannt, bleibt Cdk inaktiv und die Mitose wird gestoppt. Auf diese Weise
kdnnen schadliche Mutationen wéhrend der Zellprofileration verhindert werden, was der
Bildung von Tumorzellen vorbeugt. Die biologische Rolle von PKMYT1 und WEEL in
Krebszellen ist nicht vollstandig geklart, anders als vermutet zeigen Ergebnisse aber, dass beide
Proteine als Onkogene in Krebszellen wirken. Es wird vermutet, dass aufgrund der
Uberexpression die DNA-Stabilitat tiber solche Enzyme erhalten bleibt. Zum anderen entfallen
aufgrund der TP53 Inaktivierung Regulierungen in der Mitose, welches auf eine Abhéngigkeit
von der WEE1 Familie deuten lasst. Die Hochregulierung der Gene lasst darauf schlielen, dass
bei der Tumorbildung, ein bestimmtes Mal} an Stabilitdt erhalten bleiben muss, um das

Uberleben der Krebszellen zu sichern.
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Eine Genomweite Sequenzierung von Toledo et al. ergab, dass sich PKMYT1 und
WEEL in GSC wie synthetische Letalitatsfaktoren verhalten [29]. In gesunden Zellen missen
beide Gene inaktiv sein, damit ein letaler Effekt bei den Zellen zu beobachten ist. In GSC
konnte jedoch bereits nach der Inaktivierung eines der Gene ein Verlust der Stabilitat und das
Sterben der Krebszellen beobachtet werden. Demnach wére zu erwarten, dass eine spezifische
Zielsequenz fur PKMYTL1 oder WEE1 (Tabelle 3A) sich bei Tumorzellen letal auswirken
wirde [29,42]. Fir beide Faktoren wurden finf Zielsequenzen ausgewdhlt und in die

lentiviralen Vektoren kloniert (Tabelle 3B).

Tabelle 3: Zielsequenzen fur PKMYT1 und WEEL spezifische sgRNAS

A
Gen Bez. | Lit. | Ort SgRNA PAM
PKMYT1 | P1 [43] Exon 7 GGGAGAATCCAGGTTCTGCG | TGG
2966923-2966943
P2 [44] Exon 6 CGAAGTCACCCAGCTTGCAG | CGG
2965436-2965456
WEE1 W1 | [45] Exon 2 CCATGAAGAGAGAACTACC | CGG
9554061-9554080 | C
W2 | [44] Exon 9 TCAGACAGGGTAGATTACCT | CGG
9564678-9564698
W3 | [44] Exon 9 TCAATGGCATGAAATCAGAC | AGG
9564664-9564684
B PKMYT1
Bezeichnung Sequenzen der Oligonukleotide
P1 Forward 5 CACCG GG GAG AAT CCA GGTTCT GCG -3°
Reverse  3'- CCCCTCTTA GGT CCA AGACGC CAAA -5
p2 Forward 5 CACCG CGA AGT CACCCAGCTTGCAG-3
Reverse  3'- CGCTTCAGTG GGTCGA ACGTC CAAA-5
WEE1
Bezeichnung Sequenzen der Oligonukleotide
W1 Forward 5 CACCG CC ATG AAG AGA GAACTACCC-3
Reverse 3° CGGTACTTCTCTCTT GAT GGG CAAA -5
W2 Forward 5 CACCG TCA GAC AGG GTAGATTACCT -3
Reverse 3° CAGTCTGTCC CATCTAATG GACAAA -5
W3 Forward 5 CACCG TCA ATG GCA TGA AATCAGAC-3
Reverse 3° C AGTTACCGTACTTTAGTCTG CAAA -5
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3.1.2.2. Das Enzym Isocitrat-Dehydrogenase 1

Die Isocitrat Dehydrogenase 1 (IDH1) ist ein Enzym, dass die oxidative
Decarboxylierung von Isocitrat unter Bildung von Alpha-Ketoglutarat und CO; katalysiert.
Dieser Prozess erfolgt in zwei Schritten, im Zwischenschritt wird Isocitrat vorerst zu
Oxalosuccinat umgesetzt. Im Menschen liegen drei Isoformen des IDH vor, wobei IDH3 diese
Schritte im Citratzyklus unter Umwandlung von NAD+ zu NADH Katalysiert. IDH1 und IDH2
katalysieren dieselbe Reaktion, aber aulRerhalb des Citratzyklus unter Umsetzung von NADP+
zu NADPH. Sie sind sowohl im Mitochondrium als auch im Peroxisom vorhanden. Da das IDH
in Gliomen Grad I bis Il mutiert ist, bleibt es in diesen Tumorzellen inaktiv. Dies sorgt flr eine
Abhéangigkeit vom Enzym NAMPT, da nur noch dieses Enzym NADP+ umsetzen kann. In der
Arbeit von Shankar et al. (2018) wurde dieses Enzym gehemmt, welches nachweislich zur
Verringerung der Zellprofileration fuhrte [4]. Wenn in GBM Grad IV Tumoren das IDH
selektiv durch den Pseudotypen mit CRISPR-Cas9 inaktiviert werden konnte, ware diese
NAMPT-Therapie auch bei Grad IV Tumoren anwendbar. Fur IDH1 wurden zwei
Zielsequenzen ausgewahlt (Tabelle 4A) [46] und in beide lentiviralen Vektoren als
synthetische Oligonukleotide kloniert (Tabelle 4B).

Tabelle 4: Zielsequenzen fur IDHL1 spezifische sgRNAs

A
Gen | Bez. | Lit. Ort sgRNA PAM
IDH1 | 11 [46] Exon 7 GCATGACGACCTATGATGAT | AGG
208821351-208821370
12 [46] Exon 7 GCCACCCAGAATATTTCGTA | TGG
208821437-208821457
B IDH1
Bezeichnung Sequenzen der Oligonukleotide
11 Forward 5 CACCG GCATGA CGACCTATGATGAT-3
Reverse 3° CCGT ACTGCTGGATACTACTACAAA-5
12 Forward 5 CACCGCGGTGG GTC TTATAA AGC AT -3
Reverse 3° C GCC ACCCAGAATATTTCG TA CAAA-5
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3.1.3. sgRNA-Zielsequenzen spezifisch fiir méA modifizierende Proteine

Epitranskriptomische ~ Modifikationen  versehen ~ mRNA-Transkripte — mit
zusétzlichen Informationen, die Uber die der Basensequenz hinausgehen. Sie fiihren zu einer
Ladungsanderung, verdnderten Sekundarstrukturen, neuen Strukturen fir Protein-RNA
Interaktionen und beeinflussen so den mMRNA-Metabolismus [47]. M®-Methyladenosin (m°A)
ist die am h&ufigsten vorkommende Eukaryoten-mRNA-Modifikation, die prinzipiell von drei
unterschiedlichen Regulatoren ausgefiihrt wird. Diese Regulatoren werden als Writer, Eraser
und Reader bezeichnet und spielen eine entscheidende Rolle fiir den mRNA-Metabolismus. In
verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat der epigenetisch wirkenden
Writer, Eraser und Reader Einfluss auf die Tumor-Eigenschaften der GSCs haben und somit
deren Inaktivierung zur Inhibition der GSCs beitragen kénnte. Die Deletion von ALKBHS5 in
GSCs reduzierte deren Selbsterneuerung und Proliferation und beeintrachtigte ihre Fahigkeit,
einen Tumor zu bilden [48].

Dariiber hinaus wurde beobachtet, dass METTL3 modifizierte, m®A-mRNA in
GSCs im Vergleich zu normalen Zellen deutlich haufiger vorkommt. Durch Inaktivierung von
METTL3 in GSCs wurde eine signifikante Verringerung der Selbsterneuerung und der
Expression von GSC-spezifischen Markern festgestellt [49].

YTHDC1 (Splicing)
oo

" WRITERS® iy _EH) @ Y THDF1 (Translation)
YTHDF2 (Stability)

METTL3-
{Z]\)x\ METTL14 </ SN & D3
ALKBH5 /)

FTO* (m°A_7?) P ‘READERS”
A “‘ERASERS” meA
(Adenosine) (N6-methyladenosine)

Abb.5:  Epigenetische Regulatoren fiir die m®A-Modifikation von RNA

METTL3 bis METTL14 sind Writer, sie modifizieren RNA durch Einfiihrung einer
Methylgruppe am Adenosin (m°®A). Dies steigert die Translation der mRNA. Das
Lesen der Methylierung erfolgt durch Reader, wobei diese unterschiedlichen
Einflusse auf die Translation haben. Wahrend YTHDF2 einen Repressor der
Translation aktiviert, steigern YTHDF1 und YTHDF3 die Translationsraten. Zur
Regulation des m°A-Methylierungsmusters loscht bzw. demethyliert der Eraser
(ALKBH5) die Methylierung am Adenosin.
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Die mPA-Methylierung wird durch einen RNA-Methyltransferase-Komplex
katalysiert, der als epigenetischer Writer bezeichnet wird. Die Methylierung findet wéhrend der
Transkription an der Base Adenosin auf der pra&-mRNA statt und beeintréchtigt die Stabilitét
der Basenpaarung, welches zu einer globalen Konformationsanderung der RNA fiihrt (Abb. 5).
Die Komponenten des RNA-Methyltransferase-Komplex sind die Methyltransferasen-like
(METTL) 1-14. In dieser Arbeit wurden die zwei Transferasen METTL3 und METTL14
ausgesucht. METTL3 ist die katalytische Komponente des Komplexes und METTL14 dient
inaktiv als allosterisscher Aktivator der enzymatischen Aktivitat und tragt zur Bindung an der
RNA bei. Die m®A-Methylierungen des MTC reguliert Prozesse, wie die zirkadiane Uhr, die
Differenzierung embryonaler und hamatopoetischer Stammzellen, die kortikale Neurogenese,
die Reaktion auf DNA-Schéaden, die Differenzierung von T-Zellen und die primére miRNA-
Verarbeitung [47].

Das Enzym AlkB-Homolog-5-RNA-Demethylase (ALKBHS5) wird durch das
ALKBH5-Gen kodiert. Bei dem Enzym handelt es sich um eine Dioxygenase, die m°A-
Methylierungen am Adenosin auf mMRNAs demethyliert und als Eraser der m8A-Modifikation
fungiert (Abb. 4). Dadurch behebt sie Methylierungen der Writer (METTL3 und METTL14)
und reguliert den Transport der mRNAs und die Translationsrate [47].

Die regulatorische Rolle von m®A ahnelt der auf dem Chromatin und kann ebenso
wie diese von Enzymen gelesen werden. Neben der Umstrukturierung der mRNA kdnnen
Reader an die m®A-Modifiktaion binden (Abb. 5). Eine der charakteristischen Reader-Protein-
Familien ist die YT-Homolog-Domainhaltige Proteinfamilie (YTHDF). Durch die Ausbildung
von RNA-Protein-Komplexen kénnen sie das Splicing, die Lokalisation und die Stabilitat der
RNA regulieren. Ihre YTH Bindungsdoméane erkennt dabei m®A-Methylierungen und
interagiert nach der Bindung mit den Translationsfaktoren. Drei der Doménen sollen in dieser
Arbeit als sgRNA-Target verwendet werden. Die YTHDF2 rekrutiert den CCR4-NOT-
Deadenylase-Komplex, um die gebundene mRNA zu destabilisieren und abzubauen. Die
Bindungen der YTHDF1 und YTHDF3 sollen die Translationseffizienz der mRNA erhthen,
dies ist aber noch nicht vollkommen nachgewiesen [47].

Fir die genannten Gene wurde jeweils eine Zielsequenz aus Cui et al. (2017)
entnommen (Tabelle 5A). Die Zielsequenzen wurden als BsmBI-Oligonukleotide in die
lentiviralen Vektoren LentiCRISPRv2-mCherry und LentiCRISPRv2-puro kloniert (Tabelle
5B).
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Tabelle 5: sgRNA-Zielsequenzen flir m®A modifizierende Proteine

A
Gen Bez. | Literatur Ort SgRNA PAM
Cui etal. Exon 11 GGACACGTGGA
METTL3 | M1 (2017) [50] 21049181-21049200 GCTCTATCC AGG
Cui et al. Exon 1 GCCGTAACTTC
METTL14 | M2 (2017) [50] 119826164-119826184 | TGCCGCTCC CCG
Cui et al. Exon 2 AATGGACGGCG
YTHDF1 | Y1 TGG
(2017) [50] 61305545-61305565 GGTAATAGC
Cui et al. Exon 5 GATGGAGGGAC
YTHDF2 | Y2
(2017) [50] 289415401-28941560 | TGTAGTAACT GC6
Cui et al. Exon 4 GCTAAGCGAAT
YTHDFS | ¥3 (2017) [50] 64262668-64262687 ATGCCGTAAT T6G
Cui et al. Exon 1 GCCTCATAGTC
ALKBHS | Al (2017) [50] 18028480-18028499 GCTGCGCTCG S
B Writer
Bezeichnung Sequenzen der Oligonukleotide
M1 Forward 5 CACCG GGA CACGTGGAGCTCTATCC-3
Reverse 3 CCCT GTG CACCTC GAG ATA GG CAAA -5
M2 Forward 5 CACCG GCC GTAACTTCT GCCGCTCC-3
Reverse 3 C CGG CAT TGA AGA CGG CGA GG CAAA -5
Eraser
Bezeichnung Sequenzen der Oligonukleotide
Al Forward 5 CACCG GCC TCATAGTCGCTGCGCTCG-3°
Reverse 3 C CGG AGT ATC AGC GAC GCG AGC CAAA -5
Reader
Bezeichnung Sequenzen der Oligonukleotide
Y1l Forward 5 CACCG AAT GGA CGG CGG GTAATAGC -3
Reverse 3 C TTA CCT GCC GCC CAT TAT CG CAAA -5
Y2 Forward 5 CACCG GAT GGA GGG ACT GTAGTAACT -3
Reverse 3 C CTACCT CCC TGA CAT CATTGA CAAA -5
Y3 Forward 5 CACCG GCT AAG CGAATATGC CGT AAT -3
Reverse 3 CCGATTC GCT TAT ACGGCATTACAAA-5

29



3.2. In dieser Arbeit entworfene sgRNA-Zielsequenzen

3.2.1. Das Enzym Telomerase Reverse Transkriptase

Fur TERT wurde eine zweite Zielsequenz (siehe 4.1.2) spezifisch aufgrund einer
identifizierten parallelen Mutation des TERT Promotors entworfen. Generell treten Mutationen
des TERT-Promotors bei 83 % der GBM-Patienten auf und fiihren zu einer erhohten
Transkription des TERT-Enzyms. In Abb. 6 sind drei Punktmutationen des TERT-Promotors
in Rot dargestellt. Die Mutationen erzeugen ein CCGGAA/T-Bindungsmotiv, an welches
Ets/TCF-Transkriptionsfaktoren binden kénnen [51,52]. Die Bindung an die ETs/TCF-sites

aktiviert den Promotor, weshalb das Gen in Tumorzellen vermehrt transkribiert wird.

-150 -140 -130 -120 -60 -50
| I | I | | | |
ACCCCTCCCGGGTCCCCGGCCCAGCCC&CTCCGGGCZ RAaC ZGAGTTTCAGéCAGCG Wildt
TGGGGAGGGCCCAGGGGCCGGGTCGGGGGAGGCCCG: & & : :CTCAAAGTCCGTCGC yp
ACCCCTTCCGGGTCCCCGGCCCAGCCCCTTCCGGGC: : : : :GAGTTTCCGGCAGCG KMintante
TGGGGAAGGCCCAGGGGCCGGGTCGGGGAAGGCCCG: & & : :CTCAAAGGCCGTCGC
Ets/TCF Ets/TCF Ets/TCF

Eif— gesteigerte

Transkription

TTCCGG
AAGGCC

5

Abb. 6:  Mutationen auf dem TERT Promotor steigern Transkriptionsrate
Schematische Darstellung eines Teils des TERT-Promotors, welcher von
somatischen Mutationen an den Positionen 124 und 146 vor dem Startcodon
betroffen ist. Es wird ein CCGGAA/T-Bindungsmotiv erzeugt fur Ets/TCF-
Transkriptionsfaktoren, welches zu einer erhohten TERT-Expression fiuhrt. Es
handelt sich dabei um eine parallele Mutation, die bei einer Studie mit 188
Patienten, in 54 % von diesen nachgewiesen wurde [32,51].

Die neue, in dieser Arbeit erstelle Zielsequenz fir TERT wurde fiir die Mutation
C>T 124 Basen vor dem Startcodon generiert (Abb. 7). Diese Mutation wurde gewahlt, da sich
vier Basen entfernt in 3" -Richtung eine PAM-Sequenz befindet, die von Cas9 erkannt wird. Da
der komplementére Strang an der Stelle des Bindungsmotivs stets ein doppeltes G aufweist

konnten auch die anderen Mutationen als Zielsequenz gewéhlt werden.
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TERT-Promotor C(-124)T

-1 ?D -140 -130 -120 -60 -50
i | i | | | I
ACCCCTCCCGGGTCCCCGGCCCAGCCC&CTCCGGGC: L :GAGTTTCAG&:CAGCG Wildt
TGGGGAGGGCCCAGGGGCCGGGTCGGGGGAGGCCCG: & 1t :CTCAAAGTCCGTCGC P
ACCCCTTCCGGGTCCCCGGCCCAGCCCCTTCCGGGC : & & :GAGTTTCCGGCAGCG Mutante
TGGGGAAGGCCCAGGGGCCGGGTCGGGGAAGGCCCG: & 1 :CTCAAAGGCCGTCGC
Ets/TCF Ets/TCF Ets/TCF
sgRNA und PAM-Sequenz

TCCCCGGCCCAGCCCCTTCC GGG

l BsmBI-Oligonukleotide

5-CACCG TCCCCGGCCCAGCCCCTTCC -3
3- C AGGGGCCGGGTCGGGGAAGG CAAA -5

Klonierung in die
LentiCRISPRv2 Vektoren &
Sequenzierung mit dem
hU6-F Primer

5- CGAAA CACCG | TCCCCGGCCCAGCCCCTTCC |G TTTTAGAGCT -3

Abb.7:  TT2- Zielsequenz fur den TERT-Promotor

Die parallele Mutation des TERT Promotors wurde aus Abbildung 12 entnommen.
Die Mutation fiihrt zum Einbau der Base T anstelle des C, wodurch ein
CCGGAA/T-Bindungsmotiv fiir Ets/TCF-Transkriptionsfaktoren erzeugt wird. In
3"-Richtung wurde nach einer PAM-Sequenz gesucht und in 5°-Richtung von dieser
20 Basen, einschliel3lich der Mutation, als Zielsequenz gewéhlt. Diese wurde als
Oligonukleotide bestellt und in die LentiCRISRPRv2-mCherry und
LentiCRSIPRv2-puro Vektoren kloniert. Die Klonierung erfolgte mit einer One-
Step-Ligation, wobei der Vektor mit BsmBI verdaut wurde und das Oligonukleotid
in die entstehenden Restriktionsenden ligiert wurden. Der Vektor wurde
anschlieBend in DH5a-Zellen transformiert.

3.2.2. sgRNA-Zielsequenzen gegen GBM spezifische parallele Mutationen

Parallele Mutationen sind Punktmutationen, die patiententibergreifend in mehreren
Sequenzierungen am selben Genort auftreten. Solche Mutationen betreffen haufig dieselben
Gene und resultieren oftmals in einem Wechsel der Aminoséure [53]. Da diese Mutationen
oftmals auch tumorinitiierend sind, bieten sie ein Mdoglichkeit, um die genomische DNA der
GBM-Zellen selektiv mit der CRISPR-Cas9-Genschere zu schneiden [26]. Die parallelen
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Mutationen konnen aus Sequenzierungen entnommen werden. Im cBioPortal sind
Sequenzierungsergebnisse von verschiedenen Veroffentlichungen in Grafiken und Tabellen
zusammengefasst [54]. Die Sequenzdaten des cBioPortals kdnnen nach Mutationen und Genen
selektiert werden, wodurch eine Liste an Mutationen erhalten wurde, die dann auf parallele
Mutationen untersucht wurde. Zudem werden in der Datenbank (cBioPortal) die haufigsten
parallelen Mutationen in den zugehdrigen Veroffentlichungen benannt und deren Haufigkeit
beschrieben. Die Mutationen werden als Veranderung der Aminoséure dargestellt, wodurch das
entsprechende Triplett auf dem Genom ermittelt werden muss. Dies wurde durch die
Verwendung des Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (COSMIC) méglich. Uber das
cBioPortal kdnnen die einzelnen Mutationen und deren Eigenschaften eingesehen werden [54].
Neben dem Aminosaurewechsel wird in der COSMIC-Datenbank der genomische Ort der
Mutation genannt und zudem die Aminosaurensequenz neben der Gensequenz dargestelit.
Dadurch konnen die Mutationen identifiziert werden, um eine entsprechende Zielsequenz zu
bestimmen. Dabei kann die tumorspezifische Mutation sowohl in der Zielsequenz, aber auch in
der PAM-Sequenz liegen. Es kdnnen auch tumorspezifische Mutationen vorhanden sein, die
neue PAM-Sequenzen erzeugen. Liegt eine Basenmutation von A, C, T zu G vor, wobei schon
ein benachbartes G vorhanden ist, so kann diese Anderung ein neue PAM-Sequenz erzeugen.
Als sgRNA-Targets wurden Mutationen auf den EGFR, PTEN und TP53 Genen ausgewahlt,

da diese zu einer der haufigsten parallelen Mutationen des Glioblastom Multiform zahlen.
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3.2.2.1.  Der Rezeptor des Epidermalen Wachstumsfaktors

Der Rezeptor des Epidermalen Wachstumsfaktors (EGFR) ist ein
Transmembranprotein, das durch Bindung spezifischer Liganden, den epidermalen
Wachstumsfaktoren und transformierten Wachstumsfaktoren, aktiviert wird. Die Bindung eines
Liganden fiihrt zur Dimerisierung des Rezeptors, die wiederrum die intrazellulére Protein-
Tyrosin-Kinase-Aktivitat stimuliert. Nachfolgende Signaltransduktionskaskaden fihren zur
DNA-Synthese, Zellprofileration, Zellmigration und Adhésion. Mutationen auf dem Gen
kdnnen den Rezeptor dauerhaft ohne Liganden Bindung aktivieren und sind daher ein haufiger
Grund fir eine Tumorbildung [55,56]. Der EGFR-Rezeptor ist in 26-50 Prozent der mutiert
[26,57,58]. Die bekanntesten Mutationen sind Leu858Arg, Ala289Val und Gly598Val und eine
Deletion der Exons 2-7 [57,59,60]. Diese Mutationen verschlechtern die Inhibitor-Bindung an
EGFR oder aktivieren das Enzym, was zu einer verstarkten Zellprofileration fiihrt [26]. Als
tumorinitiierendes Gen ist EGFR ein beliebtes Target fir chemische Inhibitoren. Aufgrund der
hohen Mutationsrate des Gens und der Heterogenitét in den Patienten ist die Wirkung der
Hemmstoffe jedoch begrenzt und es werden nur in wenigen Fallen positive Auswirkungen der
entsprechenden Chemotherapie beobachtet [61].

In den Abbildung 8-10 ist die Vorgehensweise fir die Erstellung von drei
Zielsequenzen und deren Klonierung in den lentiviralen Vektor gezeigt. Da die Mutation
Leu858Arg zu einem Basenwechsel von T nach G fuhrt, kommt es zum Entstehen einer PAM-
Sequenz. Darauf basierend wurde eine Zielsequenz in 5¢-Richtung von der neuen Pam-Sequenz
gewéhlt (Abb. 8). Aufgrund der hohen Spezifitat des Cas9-Enzyms gegeniiber der PAM-
Sequenz weist diese Zielsequenz eine besonders hohe Spezifitdt zum Schneiden auf. Die
parallelen Mutationen Gly598Val (Abb. 9) und Gly719Asp (Abb. 10) wurden in die neu

entworfenen Zielsequenzen integriert.
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EGFR - T2572G
Leu858Arg (CTG nach CGGE)

0 aa Browih 1210 aa
Receptor fonie Receptor factor Protein tyrosine kinase
L domain “-"'E'"IE noht L domain receptor
region domain v

b/ aa 1h/@a B aa 334 as 357 a8 440 a8 LUEY-E] 63k aa 3 aa I‘b:\\

parallele Mutation T zu G

5296960 G BARA ':'I'1l
Exon 21
xen TCAAGATCACAGATTTTGGGCTG

sgRNA und PAM-Sequenz

TCAAGATCACAGATTTTGGG CGG
sgRNA (2551-2570)

BsmBi-Oligonukleotide

5'- CACCG TCAAGATCACAGATTTTGGG -3
3- C AGTTCTAGTGTCTAAAACCC CAAA-5

Klonierung in die
LentiCRISPRv2 Vektoren &
Sequenzierung mit dem
hue-F Primer

5- ATATCTTGTGGAAAGGACGAAA CACCG | TCAAGATCACAGATTTTGGG | G TTTTAGAGCT - 3

Abb.8:  sgRNA-Zielsequenz fur die T2572G-Mutation des EGFR-Gens

Die parallele Mutation wurde auf der Genomsequenz aufgesucht [62]. Da die
Mutation zum Einbau der Base G fiihrt, entsteht dabei eine PAM-Sequenz (CTG
wird zu CGG). Daher wurden 20 Basen vor der neuen entstehenden PAM-Sequenz
als Zielsequenz gewahlt. Diese wurde als Oligonukleotide bestellt und in die
LentiCRISRPRv2-mCherry und LentiCRSIPRv2-puro Vektoren Kkloniert. Die
Klonierung erfolgte mit einer One-Step-Ligation, wobei der Vektor mit BsmBI
geschnitten wurde und die Oligonukleotide in die entstehenden Restriktionsenden
ligiert, wurden. Der Vektor wurde anschliefend in DH5a-Zellen transformiert, in
diesen vermehrt und aufgereinigt. Die DNA-Sequenzierung erfolgte mit dem
hU6-F-Primer.
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Exon 15

EGFR - G1793T
Gly598Val (GGA nach GTA)

parallele MutationGzu T
55200520 | |s5200540

ACCTGCCCGGCAGGAGTCATGGG

¥
n

N
Ay
Y
¥
AN
®

sgRNA und
PAM-Sequenz

ACCTGCCCGGCAGTAGTCAT GGG
sgRNA (1779-1799)

l BsmBI-Oligonukleotide

5-CACCG ACCTGCCCGGCAGTAGTCAT -3
3- C TGGACGGGCCGTCATCAGTA CAAA-§

Klonierung in die
LentiCRISPRv2 Vektoren &
Sequenzierung mit dem
hU6é-F Primer

5- ATATCTTGTGGAAAGGACGAAA CACCG | ACCTGCCCGGCAGTAGTCAT | G TTTTAGAGCT -3

Abb. 9:

sgRNA-Zielsequenz fur die G1793T-Mutation des EGFR-Gens

Die parallele Mutation wurde auf der Genomsequenz aufgesucht [62]. Die Mutation
fihrt zum Einbau der Base T anstelle des G, welches zum Aminosduren Wechsel
von Glycerin zu Valin fuhrt. In 3"-Richtung wurde nach einer PAM-Sequenz
gesucht und in 5°-Richtung von dieser 20 Basen, einschlieBlich der Mutation, als
Zielsequenz gewdhlt. Diese wurde als Oligonukleotide bestellt und in die
LentiCRISRPRv2-mCherry und LentiCRSIPRv2-puro Vektoren Kkloniert. Die
Klonierung erfolgte mit einer One-Step-Ligation, wobei der Vektor mit BsmBI
verdaut und das Oligonukleotid in die entstehenden Restriktionsenden ligiert
wurde. Der Vektor wurde anschlieend in DH5a-Zellen transformiert, in diesen
vermehrt produziert und aufgereinigt. Die DNA-Sequenzierung erfolgte mit dem
hU6-F-Primer.
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Exon 15

Abb. 10:

EGFR - G2156A
Gly719Asp (GGC nach GAC)

parallele Mutation G zu A

v

GGGCTCCGGTGCGTTCGGCACGG

209160 55209180 155209200 55209220

sgRNA und PAM-Sequenz

GGACTCCGGTGCGTTCGGCA CGG
SgRNA (2154-2174)

BsmBI-Oligonukleotide

Y

5-CACCG GGACTCCGGTGCGTTCGGCA -3
3- C CCTGAGGCCACGCAAGCCGT CAAA-5

Klonierung in die
LentiCRISPRv2 Vektoren &
Sequenzierung mit dem

I hU6-F Primer

b

5'- ATATCTTGTGGAAAGGACGAAA CACCG | GGACTCCGGTGCGTTCGGCA | G TTTTAGAGCT -3

sgRNA-Zielsequenz fur die G2156A-Mutation des EGFR-Gens

Die parallele Mutation wurde auf der Genomsequenz aufgesucht [62]. Die Mutation
fihrt zum Einbau der Base G anstelle des A, welches zum Aminosduren Wechsel
von Glycerin zu Asparagin fihrt. In 3"-Richtung wurde nach einer PAM-Sequenz
gesucht und in 5°-Richtung von dieser 20 Basen, einschlieBlich der Mutation, als
Zielsequenz gewdhlt. Diese wurde als Oligonukleotide bestellt und in die
LentiCRISRPRv2-mCherry und LentiCRSIPRv2-puro Vektoren Kkloniert. Die
Klonierung erfolgte mit einer One-Step-Ligation, wobei der Vektor mit BsmBI
verdaut und das Oligonukleotid in die entstehenden Restriktionsenden ligiert
wurde. Der Vektor wurde anschliefend in DH5a-Zellen transformiert, in diesen
vermehrt produziert und aufgereinigt. Die DNA-Sequenzierung erfolgte mit dem
hU6-F-Primer.
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3.2.2.2.  Die Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat-3-Phosphatase

Dieses Enzym wird auch Phosphatase und Tensin Homolog (PTEN) genannt. Es
enthalt eine Tensin-dhnliche Doméne sowie eine katalytische Domane, die der der Protein-
Tyrosin-Phosphatasen ahnelt. Im Unterschied zu den meisten Protein-Tyrosin-Phosphatasen
dephosphoryliert PTEN bevorzugt Phosphoinositidsubstrate. Es reduziert den intrazellularen
Gehalt an Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat und fungiert als Tumorsuppressor, indem es
den Akt/PKB-Signalweg negativ reguliert [63]. Mutationen auf dem PTEN-Gen sind haufig an
der Entwicklung von Krebs beteiligt, da sie die Phosphatase-Aktivitdt senken oder die
Funktionalitat des Enzyms vollstandig stéren [28,56]. In 33-44 % von GBM-Fdllen ist das
PTEN-Gen mutiert [54,64]. Da viele Mutationen jedoch zu Deletionen mit unterschiedlichen
Ubergangen fiihren, bieten sich nur wenige und seltene parallele Mutationen als sgRNA-Traget
flr das CRISPR-Cas9-System an [64].

Fur PTEN wurde eine Zielsequenz fur die parallele Mutation Cys136Arg mit
anliegender PAM-Sequenz in 3°-Richtung entworfen. Die Zielsequenz wurde als
Oligonukleotid in die BsmBI-Schnittstellen der lentiviralen Vektoren kloniert (Abb. 11).
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Exon 5

Abb. 11:

PTEN - T405C
Cys136Arg (TGT nach CGT)

parallele Mutation T zu C

0]

TATGTGCATATTTATTACATCGG

sgRNA und PAM-Sequenz
v
TACGTGCATATTTATTACAT CGG
sgRNA (403-423)

BsmBI-Oligonukleotide

v

5-CACCG TACGTGCATATTTATTCAT -3
3- C ATGCACGTATAAATAAGTA CAAA-5

Klonierung in die
LentiCRISPRv2 Vektoren &
Sequenzierung mit dem
hU6-F Primer

v

5- ATATCTTGTGGAAAGGACGAAA CACCG | TACGTGCATATTTATTCAT | G TTTTAGAGCT - 3°

sgRNA-Zielsequenz fur die T405C-Mutation des PTEN-Gens

Die parallele Mutation wurde auf der Genomsequenz aufgesucht [65]. Die Mutation
fihrt zum Einbau der Base T anstelle des C, welches zum Aminosauren Wechsel
von Cystein zu Arginin fuhrt. In 3'-Richtung wurde nach einer PAM-Sequenz
gesucht und in 5°-Richtung von dieser 20 Basen, einschlieBlich der Mutation, als
Zielsequenz gewdhlt. Diese wurde als Oligonukleotide bestellt und in die
LentiCRISRPRv2-mCherry und LentiCRSIPRv2-puro Vektoren Kkloniert. Die
Klonierung erfolgte mit einer One-Step-Ligation, wobei der Vektor mit BsmBlI
verdaut und das Oligonukleotid in die entstehenden Restriktionsenden ligiert
wurde. Der Vektor wurde anschlieend in DH5a-Zellen transformiert, in diesen
vermehrt produziert und aufgereinigt.
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3.2.2.3.

Das Tumor Protein 53

Das Tumorprotein 53 (TP53), auch als Tumorsuppressor p53 bekannt, ist eine Isoform eines

Proteins, das von homologen Genen kodiert wird. Dabei handelt es sich nicht um ein Protein,

sondern eine Vielfalt von 15 Protein-Isoformen. TP53 gilt als Wé&chter des Genoms, da es

Mutationen auf dem Genom verhindert und somit die Stabilitat erhalt. Die Protein-Isoformen

binden an der DNA und regulieren auf unterschiedliche Weise die Genexpression, um

Mutationssraten zu senken. Seine entscheidende Rolle als Tumorsuppressor ist besonders daran

zu erkennen, dass bei menschlichen Krebsarten TP53 mit iber 50 Prozent das am h&ufigsten

mutierte Gen ist [52,66-69]. Es wurden zwei Zielsequenzen fir die parallelen Mutationen
Arg282GIn (Abb. 12) und Arg282Trp (Abb. 13) als BsmBI-Oligonukleotide in die lentiviralen

Vektoren kloniert.

Exon 5

TP53 - G845T
Arg282GIn (CGG zu CAG)

parallele Mutation G zu T

CCTCCGGTTCATGCCGCCCATGC
sgRNA und PAM-Sequenz der

komplementéren Sequenz

"

3'- GGA GTCCAAGTACGGCGGGTACG - &'
sgRNA (843-863))

BsmBI-Oligonukleotide

v

5-CACCG GCATGGGCGGCATGAACCTG -3
3- C CGTACCCGCCGTACTTGGAC CAAA-5

Klonierung in die
LentiCRISPRv2 Vektoren &
Sequenzierung mit dem
hU6-F Primer

5- AAGGACGAAA CACCG | GCATGGGCGGCATGAACCTG | G TTTTAGAGCT - 3

Abb. 12:

sgRNA-Zielsequenz fur die G845T-Mutation des TP53-Gens

Die parallele Mutation wurde auf der Genomsequenz aufgesucht [70]. Die Mutation
fihrt zum Einbau der Base A anstelle des G, welches zum Aminosduren Wechsel
von Arginin zu Glutamin fuhrt. Da die Mutation auf dem Lagging-Strand liegt,
wurde die komplementdre Sequenz vom Genom abgelesen. In 3" -Richtung wurde
nach einer PAM-Sequenz gesucht und in 5°-Richtung von dieser 20 Basen,
einschliellich der Mutation, als Zielsequenz gewéhlt. Diese wurde als
Oligonukleotide bestellt und in die LentiCRISRPRv2-mCherry und
LentiCRSIPRv2-puro Vektoren kloniert. Die Klonierung erfolgte mit einer One-
Step-Ligation, wobei der Vektor mit BsmBI verdaut und das Oligonukleotid in die
entstehenden Restriktionsenden ligiert wurde. Der Vektor wurde anschliefend in
DH5a-Zellen transformiert, in diesen vermehrt produziert und aufgereinigt.
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Exon 5

TPS53 - GB45A
Arg282Trp (CGG nach TGG)

parallele Mutation G zu A

CCTCCGGTTCATGCCGCCCATGC

sgRNA und PAM-Sequenz der
komplementéarer Sequenz

3'- GGA GACCAAGTACGGCGGGTACG -5
sgRNA (843-863))

l BsmBI-Oligonukleotide

5-CACCG GCATGGGCGGCATGAACCAG -3
3- C CGTACCCGCCGTACTTGGTC CAAA-5

Klonierung in die
LentiCRISPRv2 Vektoren &
Sequenzierung mit dem
hU6B-F Primer

5'- AAGGACGAAA CACCG | GCATGGGCGGCATGAACCAG | G TTTTAGAGCT - 3

Abb. 13:

sgRNA-Zielsequenz fur die G845A-Mutation des TP53-Gens

Die parallele Mutation wurde auf der Genomsequenz aufgesucht [70]. Die Mutation
fuhrt zum Einbau der Base T anstelle des G, welches zum Aminosauren Wechsel
von Arginin zu Tryptophan fiihrt. Da die Mutation auf dem Lagging-Strand liegt,
wurde die komplementare Sequenz vom Genom abgelesen. In 3"-Richtung wurde
nach einer PAM-Sequenz gesucht und in 5-Richtung von dieser 20 Basen,
einschlieBlich der Mutation, als Zielsequenz gewdhlt. Diese wurde als
Oligonukleotide bestellt und in die LentiCRISRPRv2-mCherry und
LentiCRSIPRv2-puro Vektoren kloniert. Die Klonierung erfolgte mit einer One-
Step-Ligation, wobei der Vektor mit BsmBI verdaut und das Oligonukleotid in die
entstehenden Restriktionsenden ligiert wurde. Der Vektor wurde anschlieflend in
DH5a-Zellen transformiert, in diesen vermehrt produziert und aufgereinigt.
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3.2.2.4. Das Protein Survivin

Survivin gehort zur Familie der 1AP-Proteine und wird durch die Bacuvirale-1AP-
Wiederholung-5 (BIRC5) Gen kodiert. Die molekularen Mechanismen der Survivin-
Regulierung sind noch nicht vollstandig aufgeklart, es wird aber vermutet, dass Survivin mit
der Funktion des TP53-Proteins interagiert. Survivin wird mit der Hemmung der Apoptose und
der Regulierung des Zellzyklus in Verbindung gebracht. Bei Untersuchungen der Survivin-
Aktivitdt wurde festgestellt, dass Survivin in den meisten Zellen nur in der G2-M-Phase
exprimiert wird. Eine erhéhter Survivin Spiegel wird oft in Tumorzellen beobachtet und konnte
ebenfalls mit einer Chemotherapie-Resistenz in Verbindung gebracht werden. Die inhibierende
Wirkung auf den Zelltod und der Zusammenhang mit TP53 deutet darauf hin, dass Survivin
eine entscheidende Rolle flr die Zellprofileration von Tumorzellen spielt. Durch Inaktivierung
des BIRC5 Gens kann die Inhibition der Apoptose und Regulierungen in Zellprozessen
aufgehoben werden und das Tumorwachstum reguliert werden [71-73].

Es wurden drei Zielsequenzen aus Exon 1 selbst ausgewahlt. Diese wurden als
Oligonukleotide in die BsmBI-Schnittstellen der LentiCRISPRv2-mCherry und
LentiCRISPRv2-puro Vektoren kloniert (Abb. 14 und Abb. 15).
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Eoon)) - AGAGGTGGCGGCGGCGGCATSGG

J sgRNA und PAM-Sequenz
AGAGGTGGCGGCGGCGGCAT CGG

l BsmBI-Oligonukleotide

5-CACCG AGAGGTGGCGGCGGCGGCAT -3
3- C TCTCCACCGCCGCCGCCGTA CAAA-5

Klonierung in die
LentiCRISPRv2 Vektoren &
Sequenzierung mit dem
hU6-F Primer

5- ATATCTTGTGGAAAGGACGAAA CACCG | AGAGGTGGCGGCGGCGGCAT | G TTTTAGAGCT -3

Abb. 14:

B1-Zielsequenz des BIRC5-Gens
Eine PAM-Sequenz wurde auf dem Exon 1 des BIRC5 Gens gefunden [74]. In

5°-Richtung von der PAM-Sequenz wurden 20 Basen als Zielsequenz gewahlt.
Diese wurde als Oligonukleotide bestellt und in die LentiCRISRPRv2-mCherry
und LentiCRSIPRv2-puro Vektoren kloniert. Die Klonierung erfolgte mit einer
One-Step-Ligation, wobei der Vektor mit BsmBI verdaut und das Oligonukleotid
in die entstehenden Restriktionsenden ligiert wurde. Der Vektor wurde
anschlieBend in DH5a-Zellen transformiert, in diesen vermehrt produziert und
aufgereinigt.
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2299904( 73722060 737220808 73722

Pl e 2/ ££00%

AAGAACTGGCCCTTCTTGGAGGGCTGCGCCTGCACCCCGGAGCGGEH

sgRNA und PAM-Sequenz sgRNA und PAM-Sequenz

AAGAACTGGCCCTTCTTGGA  CTGCGCCTGCACCCCGGAGC

BsmBI-Oligonukleotide
v v

5-CACCG AACAACTGGCCCTTCTTGGA -3 5-CACCG CTGCGCCTGCACCCCGGAGC -3
3- C TTGTTGACCGGGAAGAACCT CAAA-5 3- C GACGCGGACGTGGGGCCTCG CAAA-S

Klonierung in die
LentiCRISPRv2 Vektoren &
Sequenzierung mit dem
hUé-F Primer

Y

5 - ATATCTTGTGGAAAGGACGAAA CACCG | AACAACTGGCCCTTCTTGGA | G TTTTAGAGCT - 3°

h J

5- ATATCTTGTGGAAAGGACGAAA CACCG | CTGCGCCTGCACCCCGGAGC | G TTTTAGAGCT -3

Abb. 15: B2- und B3-Zielsequenzen des BIRC5-Gens
Eine PAM-Sequenz wurde auf dem Exon 1 des BIRC5 Gens gefunden [74].

5°-Richtung von der PAM-Sequenz wurden 20 Basen als Zielsequenz gewahlt.
Diese wurde als Oligonukleotide bestellt und in die LentiCRISRPRv2-mCherry
und LentiCRSIPRv2-puro Vektoren kloniert. Die Klonierung erfolgte mit einer
One-Step-Ligation, wobei der Vektor mit BsmBI verdaut und das Oligonukleotid
in die entstehenden Restriktionsenden ligiert wurde. Der Vektor wurde
anschlieBend in DH5a-Zellen transformiert, in diesen vermehrt produziert und
aufgereinigt.
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3.3. Klonierung der sgRNA-Zielsequenzen

Die sgRNAs wurden als Oligonukleotide mit der One-Step-Ligation in die
LentiCRISPRv2-mCherry und LentiCRUSPRv2-puro kloniert. Die BsmBI-Schnittstelle ist bei
beiden Vektoren identisch, sodass die Oligonukleotide fur beide Vektoren fiir die Klonierung
verwendet werden konnten. In Abbildung 16A sind die beiden Vektoren vor und nach der
Klonierung mit der W3-Zielsequenz (WEE1) im Gel dargestellt. Nach der One-Step-Ligation,
mit 60 Schneide/Ligations-Zyklen (Abb. 16B), wurde die Plasmid-DNA in DH5a-Zellen
transformiert. Die Bakterien wurden auf Ampicillin-Agar-Platten inkubiert. Aus den Kolonien
wurden zwei Einzelkolonien ausgewéhlt und im PCR-Scan auf die inserierte Zielsequenz

untersucht.

10 kb
8 kb
6 kb
5 kb
4 kb
3 kb

2 kb

1,5 kb

Abb. 16: Klonierung der sgRNA-Zielsequenzen
A, Die LentiCRISPRv2-mCherry (A1) und LentiSRISPRv2-puro (A3) Vektoren
wurden in der One-Step-Ligation mit BsmBI geschnitten und die Oligonukleotide
mit T4-Ligase inseriert (A2 und A4). Durch den BsmBI-Verdau wird ein Fragment
von 1885 bp ausgeschnitten. Das 1885 bp-Fragment ist in Bahn A2 und A4 schwach
zu erkennen.
M 1 kb DNA-Marker NEB
1 LentiCRISPRv2-mCherry (14.984 bp)
2 LentiCRISPRv2-mCherry One-Step-Ligation mit W3 (13.124 bp)
3 LentiCRISPRv2-puro (14.877 bp)
4 LentiCRISPRv2-puro One-Step-Ligation mit W3 (13.017 bp)

B, Fir die ldentifikation positiver Klone wurde ein PCR-Scan durchgefiihrt. Dazu
wurde ein Forward Primer 250 bp vor der Ligationsstelle und der Reverse Primer
der Zielsequenz verwendet. Positive Kandidaten zeigen ein 250 bp grofies DNA-
Fragment (B1) und (B2).

M 1 kb DNA-Marker NEB

1 PCR-Scan des CRISPRv2-mCherry Vektors mit dem P1 (253 bp)

2 PCR-Scan des CRISPRv2-mCherry Vektors mit dem W1 (253 bp)
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Der PCR-Scan auf die W3-Zielsequenz ist beispielhaft in Abbildung 16B gezeigt. Die
entsprechende Agarplatte wurde im Kiuhlschrank aufbewahrt, um Kolonien fir die DNA-
Extraktionen nach dem PCR-Scan zu entnehmen. Die Ausbeute, der im PCR-Scan untersuchten
Kolonien bezog sich auf 100 Prozent. Konnte die Zielsequenz im Vektor nachgewiesen werden,
wurde eine Kolonie entnommen und nach dem Protokoll der Mini-DNA-Extraktion dessen
DNA aufgereinigt (vgl. Abbildung 16B). Zur Uberpriifung der korrekten Ligation wurde die
DNA sequenziert (Anhang 7.4 und Abb. 17). Die Sequenzierungen zeigten ebenfalls fur alle
Zielsequenzen den korrekten Einbau der Oligonukleotide in den Vektor. Es wurden jeweils
zwei Klone des positivem PCR-Scans sequenziert. Dabei ergab sich eine Ausbeute an richtigen
Sequenzen von 100 %. Nach den Sequenzierungen wurde mit der DNA der Sequenzierungen
eine Transformation durchgefiihrt und im Kuhlschrank aufbewahrt. Nach der Transformation
wurde jeweils eine Kolonie fur eine groRe DNA-Extraktion verwendet und die DNA-
Konzentration auf 1jug/ul eingestellt. Die so aufgereinigte Plasmid-DNA kann anschlief3end fur

die Transfektion verwendet werden.
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Abb. 17: Sequenzierungsergebnis LentiCRISPRv2-mCherry mit der W1-Zielsequenz
Die Sequenzierung des plCmc-W1 Klons wurde mit dem hUG6-F-Primer
durchgefuhrt (Anhang 7.4). Umranded ist die W1-Zielsequenz.

Die in dieser Arbeit klonierten und sequenzierten lentiviralen Vektoren sind zusammenfassend
in Tabelle 6 dargestellt. Es wurden alle Zielsequenzen jeweils in den LentiCRISPRv2-mCherry
und LentiCRISPRv2-puro Vektor kloniert. Die Bezeichnung der Vektoren setzt sich aus dem
Kurzel fiir das lentivirale CRISPR-Cas9-Plasmid (plC), dem Reportergen mCherry (mc) und

dem Resistenzgen fr Puromycin (pu) und der Kurzbezeichnung der Zielsequenz zusammen.
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Tabelle 6: Zusammenfassung der hergestellten Vektoren und sgRNA-Zielsequenzen

Gen LentiCRISPRv2-mCherry LentiCRISPRv2-puro Zielsequenz
ALKBH5 plCmc-Al plCpu-Al GCCTCATAGTCGCTGCGCTCG
plCmc-B1 plCpu-B1 AGAGGTGGCGGCGGCGGCAT
BIRC5 plCmc-B2 plCpu-B2 AAGAACTGGCCCTTCTTGGA
plCmc-B3 plCpu-B3 CTGCGCCTGCACCCCGGAGC
plCmc-E1 plCpu-E1 TCAAGATCACAGATTTTGGG
EGFR plCmc-E2 plCpu-E2 ACCTGCCCGGCAGTAGTCAT
plCmc-E3 plCpu-E3 GGACTCCGGTGCGTTCGGCA
plCmc-G1 plCpu-G1 CATCTGAAGGCAAACGCCAC
GPD1 plCmc-G3 plCpu-G3 CTCAGCCATCGCCAAGATCG
plCmc-G5 plICpu-G5 CAAGATCTGTGACCAGCTCA
plCmc-11 plCpu-I1 GCATGACGACCTATGATGAT
1brt plCmc-12 plCpu-12 GCCACCCAGAATATTTCGTA
METTL3 plCmc-M1 plCpu-M1 GGACACGTGGAGCTCTATCC
METTL14 plCmc-M2 pICpu-M2 GCCGTAACTTCTGCCGCTCC
SKMYT1 plCmc-P1 plCpu-P1 GGGAGAATCCAGGTTCTGCG
plCmc-P2 plCpu-P2 CGAAGTCACCCAGCTTGCAG
PTEN pICmc-PT1 pICpu-PT1 TACGTGCATATTTATTACAT
plICmc-TT1 plCpu-TT1 AGATGTTGGTGCACACCGTC
TERT plCmc-TT2 plCpu-TT2 TCCCCGGCCCAGCCCCTTCC
plCmc-T1 plCpu-T1 GCATGGGCGGCATGAACCAG
TPo3 pICmc-T2 pICpu-T2 TGGGAGAGACTGGCGCACAG
plCmc-W1 plCpu-W1 CCATGAAGAGAGAACTACCC
WEE1 plCmc-W2 plCpu-W2 TCAGACAGGGTAGATTACCT
plCmc-W3 plCpu-W3 TCAATGGCATGAAATCAGAC
YTHDF1 plCmc-Y1 plCpu-Y1 AATGGACGGCGGGTAATAGC
YTHDF2 pICmc-Y2 pICpu-Y?2 GATGGAGGGACTGTAGTAACT
YTHDF3 plCmc-Y3 pICpu-Y3 GCTAAGCGAATATGCCGTAAT
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4. Diskussion

Das CRISPR-System, ein adaptives Immunsystem in Bakterien und Archaeen,
nutzt eine RNA-Erkennungssequenz und Cas-Proteine zur Abwehr eindringender Viren und
Plasmide. In Streptococcus pyogenes wurde ein CRISPR-Cas9-System charakterisiert, das eine
Endonuklease Cas9, eine CRISPR-RNA (crRNA) und eine transagierende RNA (tracrRNA)
umfasst. Die Fusion beider RNAs wird als sgRNA bezeichnet. Die sgRNA kann so modifiziert
werden, dass Cas9 ortsspezifische DNA-Doppelstrangbriiche verursacht [75]. Mit einer
einfachen Klonierung kann die gewunschte 20 Basen lange Zielsequenz fiir die ortsspezifische
DNA-Erkennung in die SgRNA eingefigt werden. CRISPR-Cas9 als Methode der
Geninaktivierung zeigt, dass Gene hocheffizient unter Vermeidung von Off-Target-Effects
geschnitten werden und dadurch die entsprechenden Genprodukte gezielt ausgeschaltet werden.
Basierend auf diesen Grundlagen zeigt sich eine wichtige Anwendungsmaglichkeit in der
Tumorforschung [76]. Da die Tumorentstehung durch eine Vielzahl von Mutationen und
Genregulationen begleitet ist, kdnnen entscheidende Sequenzunterschiede zu gesunden Zellen
auf genetischer Ebene identifiziert und dadurch passende Zielsequenzen gefunden werden.
Dabei kann der Gen-Knockout Auswirkungen auf die Tumorbildung haben [77,78] oder im
besten Fall zur Instabilitat der Zelle und Einleitung der Apoptose fuhren[41,50].

Fur die Klonierung von Zielsequenzen in die SgRNA auf LentiCRISPRv2-mCherry
und LentiCRISPRv2-puro Vektoren wurden Sequenzen aus der Literatur verglichen und GBM-
spezifische Zielsequenzen ausgewahlt. Die Kombination von Lentiviralen Vektoren mit
eingebautem CRISPR-Cas9-System hat sich als eine praktische und flexible Methode
herausgestellt, Gene in Zellen gezielt zu inaktivieren [41,79]. Mehrere Studien zeigen die
erfolgreiche Inaktivierung von Genen wie zum Beispiel dem CCR5-Rezeptor in menschlichen
Zellen. Der CCR5-Rezeptor ist ein Korezeptor des HIV-1 und ist essenziell fir die Infektion
CD4-positiver T-Zellen. Der Funktionsverlust des CCR5-Rezeptors resultierte in einer
Resistenz gegen eine HIV-Infektion [80,81]. Diese Methode funktioniert allerdings bisher nur
in vitro aul’erhalb des Patienten.

Fir die Anwendung in der Tumorforschung ist eine Methode von Glow et al. (2021)
beschrieben, die ein CRISPR-to-kill (C2K)-System zum Abtdten von humanen Zelllinien
entwickelt haben. Die Anwendung basiert auf einer Zielsequenz flr hoch repetitive Short-
Interspaced-Sequenzen, die mehr als 15.000 mal in menschlichen Zelllinien vorkommt. Das
Ziel ist das Induzieren einer maximalen Anzahl an Doppelstrangbriichen, um den
programmierten Zelltod einzuleiten. Obwohl die Wirkung in menschlichen Zellen sehr hoch

ist, konnte nachgewiesen werden, dass dieselbe sgRNA nahezu keine Wirkung in murinen
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Ziellinien hat [79]. Aufgrund dieses Unterschieds kann das vorgestellte C2K-System mit
humanen Tumoren in Mausmodellen tberprift werden.

Fur die Infektion mit dem C2K-System und auch in anderen Infektionsstudien
wurde der VSV-G-Pseudotyp verwendet, da dieser eine breiten Tropismus aufweist [79]. Diese
Methode kann jedoch nicht fur die Anwendung im Menschen genutzt werden, da der VSV-G-
Pseudotyp unter Verwendung des C2K-Systems und anderen unspezifischen CRISPR-Cas9-
Systemen in vivo auch gesunde Zellen infizieren wirde. Dieses Problem zeigt sich auch bei
Zielsequenzen, die in dieser Arbeit Ubernommen oder entworfen wurden. Demnach ist die
Anwendung dieser und weiterer CRISPR-Cas9-Therapien abhéngig von der Entwicklung eines
spezifischen Vektors, der nur die Tumorzellen infiziert.

Ein solcher Vektor, der spezifisch fiir neuronale Zelle ist, kann auf einem Zikavirus-
oder einem Pseudotypen mit den Zika-Hullproteinen prM und E basieren. Die Spezifitat des
Zikavirus fir GSC resultiert aus einer Hochregulierung des Integrin-avp5-Rezeptormolekuls
[82]. Eine in vitro Uberpriifung der onkolytische Aktivitat des Zikavirus gegen Glioblastome
zeigte Verluste in der Selbsterneuerung und Zellprofileration der GSC. Zudem konnte in
Mausmodellen eine Verlangsamung der Tumorbildung verzeichnet und nur schwache
Nebenwirkungen beobachtet werden [82]. Fiir die Uberpriifung eines ZIKA-Pseudotyps wurde
von Kretschmer et al. (2018) ein Z1-LENT lluc-Pseudotyp hergestellt, der tiber das Hullprotein
des Zikavirus eine Spezifitat fir GSC aufweist. Die Infektion mit Zika-Pseudotypen wurde mit
Hilfe eines Luciferase-Reporters in U87 und 86Hg39 GBM-Zelllinien nachgewiesen [18].

Der Pseudotyp wurde ber das drei-Plasmid-System mit einem LentiLuc-Plasmid
hergestellt [18]. Das Drei-Plasmid-System ermdglicht die Verwendung verschiedener Lenti-
Plasmide, die vom z.B. Zhang-Lab zur Verfligung gestellt werden. Die LentiCRISPRv2-
mCherry und LentiCRSIPRv2-puro Plasmide weisen neben einem Reporter ein vollstandiges
CRISPR-Cas9-System auf, in welches die gewiinschte Zielsequenz in die sgRNA Uber einen
BsmBI-Verdau integriert werden kann. Zudem ermdglichen die beiden Reporter mCherry und
die Puromycin-Resistenz eine effektivere und exaktere Infektionsauswertung im Gegensatz zu
einer Luciferase-Messung. Da der Reporter (ber denselben Promotor wie die Cas9-
Endonuklease exprimiert wird, ermdoglicht die Fluoreszenzmikroskopie Auswertungen von
Einzelinfektionen. Uber den Puromycin-Reporter kdnnen zudem transfizierte und infizierte
Zellen selektiv kultiviert werden und die Wirkung der individuellen Zielsequenzen unter
Beobachtung des Zellwachstums Gberprift werden. Aufgrund der Vorteile beider Vektoren

wurden die in dieser Arbeit gewahlten Zielsequenzen in beide Plasmide kloniert.
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Die Klonierung erfolgte mit der One-Step-Ligation, da die BsmBI-
Erkennungssequenzen mit dem Insert herausgeschnitten wurden und nach Ligation der
Oligonukleotide keine BsmBI-Schnittstelle mehr vorhanden sind. Die Methode des Golden-
Gate-Protocol wurde zur Vermeidung von Zielsequenz-negativen Klonen verandert, indem die
Anzahl der Zyklen und Oligonukleotid-Konzentration erhéht wurde. Diese Variation erwies
sich als hochst effizient, da aus allen Klonierungen kein negativer Klon nachgewiesen werden
konnte, bzw. alle untersuchten Klone die gewiinschten Sequenzen zeigten. Die Verwendung
von getrenntem Restriktionsverdau und Ligation erwies sich vor der Bearbeitung der
Bachelorarbeit als wesentlich ineffizienter und bot zudem keinen erkennbaren zeitlichen
Vorteil.

Die Wahl der Zielsequenzen basierte auf bestehenden Sequenzdaten und es wurden
Zielsequenzen zur Inaktivierung von Genen und zur Erkennung von Tumormutationen in dieser
Arbeit integriert. Zur Inaktivierung von Stoffwechselwegen wurden Zielsequenzen fur die Gene
GPD1 und BIRCS aus der Literatur bernommen, da deren erhdhte Expression mit einer
schlechten Prognose des Glioblastoms in Verbindung gebracht werden kann [30,71]. Aufgrund
der allgemeinen Spezifitat gegen alle Zellen bendétigen diese Gen-Knockouts fiir eine in vivo
Anwendung einen tumorspezifischen Vektor. Uber dieselbe Spezifitit konnte auch das IDH1-
Gen inaktiviert werden, um eine Anschlusstherapie wie die aus Shankar et al. (2018) zur
Inhibition des Second-Pathway zu ermdglichen.

Da die bisherigen Fortschritte in der ZIKA-Pseudotypisierung noch keine
zuverlassige und effektive Therapie zulassen, wurden in dieser Arbeit auch CRISPR-Cas9-
Zielsequenzen entwickelt, die ohne spezifischen Vektor anwendbar waren. Auf genomischer
Ebene bieten parallele Mutationen eine Mdoglichkeit Zielsequenzen zu entwerfen, die in
gesunden Zellen an keine Zielsequenz binden. Parallele Mutationen konnten in vielen hoch
mutierten Genen des Glioblastoms nachgewiesen werden [26,53]. In einer groRBen Vielfalt von
Mutationen kommt es dabei zu Mutationen, die patientenunabhéngig in bis zu 55 Prozent der
Patienten auftreten [26,55,64,76,83]. Ziel vieler Therapieansatze sind dabei oft die
Tumorfaktoren EGFR, PTEN und TP53. Die in dieser Arbeit erzeugten Zielsequenzen wurden
flr die parallelen Mutationen mit der hdchsten Nachweisrate in GBM-Patienten gewéhlit. Die
Integration einer Mutation macht die Zielsequenz spezifisch, stellt aber die Bedingung, dass die
Mutation im Patienten auftreten muss. Trotz der eingebauten Punktmutationen kann es zu
Off-Target-Effects kommen, da die Caspase falsch bindet oder eine weitere Zielsequenz im
Genom vorliegt. Daher wurden alle Zielsequenzen mit Hilfe des Nucleoblast-Programms von

NCBI auf Off-Target-Sequenzen gescannt. Zudem wurde fiir das Gen EGFR eine Zielsequenz
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entworfen, die nur in Tumorzellen erkannt wird, da eine parallele Mutation zur Entstehung einer
PAM-Sequenz fiihrt. Auf diese Weise weist die Zielsequenz die hochste Spezifitat fiir die
Zielstelle auf. Zur Anwendung von Zielsequenzen mit eingebauten parallelen Mutationen
miusste der Tumor des Patienten nach einer Biopsie mit einer Sequenzierung oder einem PCR-
Scan auf vorhandene Mutationen Uberprift werden, um die richtige Zielsequenz bzw. den
entsprechenden Pseudotyp einsetzen zu kénnen.

Zu den stark mutierten Orten des Genoms z&hlt auch der TERT-Promotor, welcher
in 85% aller GBM-Patienten mutiert ist. Die Mutation resultiert in einer dauerhaften
Aktivierung des Promotors und fiihrt zur standigen Erneuerung der Telomere [51,52,57]. Eine
in vivo Studie in Mausmodellen zeigt, dass der Gen-Knockout von TERT in GBM-Zellen zur
Instabilitat der DNA und die Tumorbildung senkt [84]. Da das TERT-Gen in gesunden Zellen
inaktiviert ist, wird vermutet, dass eine unspezifische Inaktivierung dieses Gens ohne
nachweisbare Nebenwirkungen verwendet werden kann [85]. Um diese Vermutung zu
umgehen, wurde in dieser Arbeit zudem eine Zielsequenz mit einer GBM-Mutation des TERT-
Promotors entworfen, die wie die parallelen Mutationen fur Tumorzellen spezifisch ist.

Weiterhin wurden Zielsequenzen zur Inaktivierung von Second-Pathway-Genen
aus der Literatur ubernommen. Diese Methode bietet ebenfalls eine Anwendung ohne
spezifischen Vektor, da die gesunden Zellen trotz unspezifischer Inaktivierung unbetroffen
bleiben. In einer Studie zur genomweiten Sequenzierung von Glioblastomen wurde diese
Theorie fir die Enzyme WEE1l und PKMYTL1 gezeigt [41]. Fir beide Gene wurden
Zielsequenzen entworfen, die auch zu einer Genaktivierung in gesunden Zellen fiihrt, jedoch
nur in GSC letale Auswirkungen haben.

Ein neues Ziel in der CRSIPR-Cas9-Therapie ist die Inaktivierung von
mPA-Regulatoren. In unabhangigen Studien wurden die Einfliisse der Inaktivierungen von
Writer, Eraser und Reader untersucht. Die aus dem Gen-Knockout resultierenden
Verénderungen der epigenetischen Strukturen von mRNAs fiihrten zum Zusammenbruch des
Stoffwechsels in den Tumorzellen [49,50]. Obwohl die Funktion der Regulatoren bis heute
nicht vollstandig geklart ist, konnte gezeigt werden, dass deren Rolle bei der Erkennung und
Verarbeitung von mRNAs essentiell ist [86]. Daher wurden in dieser Arbeit flr die wichtigsten
Regulatoren jeweils eine Zielsequenz aus der Literatur [50] ubernommenen. Da diese ebenfalls
Tumorunspezifisch schneiden wird ein hoch spezifischer Vektor benétigt.

Die Zielsequenzen sollen im Anschluss an diese Arbeit auf ihre Wirkung in GBM-
Zelllinien und Patientenproben Gberprift werden. In vitro kdnnen dafir VSV-G-Pseudotypen

verwendet werden, um moglichst viele Tumorzellen gleichzeitig zu infizieren. Zur Erzeugung
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von GSC-spezifischen ZIKV/HIV-Pseudotyp-Partikeln, die auf Gene in Zelllinien und frisch
isolierten GBM Grad IV-Tumorzellen abzielen, wird die Methodik, die in Kretschmer et al.
(2018) beschrieben ist, verwendet. Fur die Infektion sollen die Patientenproben weiter
charakterisiert werden und zudem eine Antikorper-Féarbung des Integrin-Rezeptors erfolgen.
Die Weiterentwicklung zur Steigerung der Effizienz des Zika-HIV Pseudotypen ist
ein wichtiges Ziel fir weitere Arbeiten. Zum anderen ist die Methode zur Anzucht der
Tumorzellen geeignet, eine Zell-Bibliothek aufzubauen und die Zellen fir DNA-
Sequenzierungen zu verwenden. Damit kénnten bisher nicht bekannte Sequenzunterschiede

von Tumor- und gesunden Zellen identifiziert werden.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden sgRNAs fir das CRISPR/Cas9-System hergestellt, die
spezifisch Tumorzellen des Glioblastom Multiform inaktivieren sollen. Dafiir wurden anhand
einer Literaturrecherche Target- bzw. Zielsequenzen fur die sgRNAs des CRISPR-Cas9-
Systems ausgewahlt und zusatzlich wurden neue Zielsequenzen mit Hilfe von vorhandenen
Sequenzdatenbanken erstellt.

Es wurden 27 Zielsequenzen aus wissenschaftlichen Arbeiten (17) enthommen oder
selbst generiert (10). Die Zielsequenzen wurden als Oligonukleotide synthetisiert und mit der
One-Step-Ligation Methode in die beiden LentiCRISPRv2-mCherry und LentiCRISPRv2-puro
Vektoren kloniert. Die Klonierungsmethode wurde zu Beginn der Arbeit anhand des Golden
Gate Protocols optimiert. Von jeder Zielsequenz-Klonierung wurden jeweils zwei Kandidaten
ausgewahlt und sequenziert. Insgesamt wurden 108 DNA-Sequenzierungen durchgefiihrt. Die
Ausbeute an Klonen mit der gewiinschten richtigen Zielsequenz betrug 100 %. Damit erwies
sich die optimierte BsmBI-Klonierungsmethode als eine geeignete Vorgehensweise zur
Herstellung von CRISPR-Cas9-Vektoren mit GBM spezifischen sgRNAS.

Aus der Literatur wurden fir 11 Gene sgRNAs bernommen, kloniert und mit
Hilfe von Sequenzierungen auf ihre Richtigkeit tberprift. Es wurden fur die Gene GPD1 (3),
TERT (1), PKMYT1 (2), WEEL1 (3) und fur IDH1 (2) Zielsequenzen ausgewahlt. Fur die
epigenetischen Regulatoren wurden fir METTL3, METTL14, ALKBH5, YTHDF1, YTHDF2,
YTHDEF3 jeweils eine Zielsequenz ausgesucht.

Fur die TERT-Promotorregion wurde basierend auf tumorspezifischen
Punktmutationen eine Zielsequenz entworfen. Zudem wurden fir die Gene EGFR (2), fur
PTEN (1) und fur TP53 (2) Zielsequenzen mit darin enthaltenen parallelen Mutationen des
GBM erstellt. Weiterhin wurden fiir Survivin drei Zielsequenzen generiert.

Zudem wurde fur EGFR eine Zielsequenz vor einer PAM-Sequenz, die durch eine
parallele Mutation entsteht, entworfen. Das Fehlen der PAM-Sequenz in gesunden Zellen
macht diese Zielsequenz hoch selektiv fir die GBM-Tumorzellen.

Die Plasmide wurden mit einer Konzentration von 1upg/pl fur zukinftige

Transfektionen und Pseudotyp-Experimente aufgereinigt.
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7.2.

One-Step-Ligation

https://barricklab.org/twiki/bin/view/Lab/ProtocolsBTKMakeANewPartPlasmid

Part Plasmid Assembly

Once you have designed your part and either amplified with PCR or ordered the desired gBlock (as described here) you can proceed to
the assembly step of the part plasmid itself. The example reaction below shows pYTK001 used as the entry vector for the reaction;
however, this can be substituted for any other entry vector with requisite BsmBI cut sites. Once built, part plasmids can be assembled into
transcriptional units.

Assembly reaction

Total volume will be 20 pL; You will need 10 fmol of entry vector and 20 fmol of your DNA insert(s).

« 10 fmol pYTK-001 plasmid = 17.7ng [try to keep volume to 1-2pL]

+ 20 fmol of insert DNA = 650 * insert length * 20x10%-6 = X ng [try to keep volume to less than 10 pL]
« 2 plL of 10x T4 DNA ligase buffer (Promega)

+ 1 pL of BsmBI

« 1 pL of T4 DNA ligase

» x UL water up to 20 pL total.

Mix samples well by pipetting, then run the reaction on the thermocycler under the following conditions:

1 42°C 1.5 min

2 16°C 3 min
Cycles 1-2:  Repeat 25x

3 50°C 5 min

4 80°C 10 min

« Transform 2 pL assembly reaction and plate on LB + Cam
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7.3. Klonierungsprotokoll

Die Methode der One-Step-Ligation wurde basierend auf dem Golden-Gate-Protokoll
optimiert und ist unter dem folgedem Link einzusehen.

https://media.addgene.org/cms/filer_public/3e/el/3eelce9c-99f9-4074-9a28-
109d34971471/zhang-lab-sam-cloning-protocol.pdf

@ -
S W E © i
Synergistic Activation Mediators Z h an g
SAM target sgRNA cloning protocol - S. Konermann, Zhang lab, 2014

Optimized sgRNAs for any coding human gene can be found using our SAM Cas9
activator design tool:

http://sam.genome-engineering.org/database/

In order to clone the guide target sequence into the sgRNA(MS2) cloning backbone
(addgene #61424 ) or lenti sgRNA(MS2)_zeo backbone (addgene #61427), synthesize
two oligos of the following form. Both plasmids have the same overhangs:

Oligo 1 * 5 — CACCGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN - 37
37 - CNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCAAA - 57« Oligo 2

Example oligo design: Note that the NGG PAM is not included in the designed oligos.

Genomic 57 .. .GACCACAGTCTGATCAGTTTTCCTTC -TI<‘LS'E?TGCA]\ -l i
Sequence 3’ -, . CTGGTGTCAGACTAGTCAAAAGGAACCCGACGTT...- 5’
Oligo 1 > 5 CACCGCAGTCTGATCAGTTTTCCTT 37

¥ = CGTCAGACTAGTCAAAAGGAACAAA — 5« Oligo 2

Oligonucleotide ordering tips: Standard de-salted oligos (usually the most inexpensive
synthesis) are sufficient for cloning. If not already resuspended, dilute each oligo to 100
UM in sterile water or TE.

Golden-Gate sgRNA cloning protocol

1. Oligo anneal

Component Amount [ul]
Each oligo [100uM] 1

10X T4 ligase buffer (NEB) 1

T4 PNK (NEB) 0.5

H.0 6.5

Mix the components above and anneal in a thermal cycler with the following conditions:

37°C for 30min
95°C for 5 min
Ramp to 25°C at 5°C/min



7.4. plCmc-E1 — Sequenzierung mit hU6-F-Primer bei LGCGenomics
GGCTGTTAGAGAGATAATTAGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAA
TACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAA
AATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATAT
CTTGTGGAAAGGACGAAACACCG TCAAGATCACAGATTTTGGG GTTTTAGAGCTAGAA
ATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTG
CTTTTTTGAATTCGCTAGCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGGCTCCGGTGCCCGTCA
GTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGGTCGGCAATTG
ATCCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGCT
CCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACGT
TCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGACCGGTTCTAGAGCGCTGCCACCAT
GGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGAT
CACCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCA
CAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGC
CACCCGGCTGAAGAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTA
TCTGCAAGAGATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACT
GGAAGAGTCCTTCCTGGTGGAAGAGGATAAGAAGCACAGAGCGGCACCCCATCTTCGGCA
ACATCGTGGAACAAGGTGGCCTACCACGAAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGAAGAA
GAAACTGGTGGACAGCACCGACCAGGCCCAACCTGCGGCTGATCTATCTGGCCCTGGCCC
ACATGATCAAGTTCCGGGGCCACTTCCTGATTCGA
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