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Abkiirzungsverzeichnis

Tabelle 1: Abkiirzungsverzeichnis.

Abkiirzung | Bedeutung

AG Arbeitsgruppe

bp Basenpaare

cDNA Komplementare DNA

Cr-Wert Threshold Cycle

CRISPR Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Media
DNA Desoxyribonukleinsaure

DSB Doppelstrangbruch

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EVs Extrazelluldre Vesikel

FBS Fetales Kdlberserum

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
HCC Hepatozelluldres Karzinom

kb Kilobasen

KO Knockout

IncRNA Lange nicht-kodierende RNA

mMmRNA Messenger RNA

PAM Protospacer Adjacent Motif

PBS Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
smRC kleine RNA-Cluster

sncRNA Kleine nicht-kodierende RNA

SRNA Kleine RNA

rcf Relative Centrifugal Force

RNA Ribonukleinsaure

RPMI Roswell Park Memorial Institute
RT-qPCR Real Time Quantitative Polymerase-Chain-Reaction
rom Rounds per minute

TAE Tris-Acetat-EDTA

TE Tris-EDTA

VF Verdiinnungsfaktor

Symbolverzeichnis

Tabelle 2: Symb

olverzeichnis.

Symbol | Bedeutung

c Konzentration

/ Pixel-Intensitat

m Masse

n Anzahl

RQ Relative Quantifizierung
% Volumen
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1.) Zusammenfassung

Das Hepatozelluldare Karzinom ist eine der todlichsten Krebsarten weltweit und durch seine
schleichende Entwicklung erst spat diagnostizierbar. Die Arbeitsgruppe von Felden konnte
drei verschiedene kleine, nicht kodierende RNA-Cluster (smRC1, smRC2, smRC3)
identifizieren, die aus extrazelluldren Vesikeln aus dem Blut von Patientinnen und Patienten
mit Hepatozellularem Karzinom isoliert wurden. Die Funktion dieser RNA-Cluster soll zukiinftig
untersucht werden und kénnte von hoher Bedeutung fiir die Erkennung und Behandlung des
Hepatozelluldren Karzinoms sein.! Der Fokus liegt zundchst auf smRC1, dessen Rolle bereits
mit Knockout-Experimenten bei der Zelllinie Huh-7 untersucht wurde. Erst kirzlich konnte
festgestellt werden, dass es sich bei smRC1 nicht, wie anfangs angenommen, um eine
eigenstandige kleine RNA handelt, sondern um einen Teil der langen nicht-kodierenden RNA
ENST00000647660.

Ziel dieses Projektes ist die Etablierung von smRC1-Knockout-Zellklonen der Zelllinien
SNU-475, Hep 3B und PLC/PRF/5. Daflir wurde die Gensequenz von smRC1 mittels lentiviraler
Transduktion unter Verwendung von CRISPR/Cas9 Vektoren ausgeknockt. Parallel wurde eine
Kontroll-Zelllinie mit dem leeren Vektor SCRAMBLE infiziert. Mit Einzelzellklonierung, Kolonie-
Picking und der Klonierung in semisolidem Medium wurden verschiedene Methoden zur
klonalen Isolation neuer Zelllinien getestet. Die isolierten Zelllinien wurden mittels DNA-
Sequenzierung auf den Knockout untersucht und charakterisiert. Von den Zelllinien PLC/PRF/5
und Hep 3B konnten nach der Transduktion mehrere Kontroll- und Knockout-Zelllinien
etabliert werden, wahrend dies bei den neu gewonnenen SNU-475-Zelllinien scheiterte. Die
Untersuchung der relativen smRC1-Genexpression mittels RT-qPCR erlaubte keine
Differenzierung zwischen den Kontroll-Zelllinien und den Knockoutzelllinien, jedoch wurde
durch einen Kolonie-Bildungs-Assay ein geringeres klonogenes Potential der Knockout-
Zelllinien im Vergleich mit den Kontroll-Zelllinien festgestellt. Dieses Ergebnis konnte dafir
sprechen, dass smRC1 an dem aggressiven Verhalten der Krebszellen des Hepatozelluldaren
Karzinoms beteiligt ist.
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2.) Einleitung

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) ist ein bosartiger Tumor, der aus Hepatozyten entsteht.
Die hohe Mortalitdt der Krebserkrankung ist durch den schleichenden Beginn und die
Diagnose im fortgeschrittenen, inoperablen Spatstadium begriindet. Aktuelle onkologische
Forschungsergebnisse zeigen ein groBes diagnostisches und prognostisches Potential von
extrazellularen Vesikeln (EVs) im Blutplasma, welches als reichhaltiges Reservoir
zirkulierender Biomolekiile, insbesondere kleiner, nicht-kodierender RNAs (sncRNAs),
fungiert. Diese RNAs regulieren zentrale onkologische Prozesse wie Tumorentstehung,
Angiogenese, die Umgehung der Immunantwort und die Entstehung von
Therapieresistenzen.?

Der Arbeitsgruppe (AG) von Felden gelang mit ihrer bisherigen Forschung die Identifikation
und Charakterisierung von drei kleinen nicht-kodierenden RNA-Clustern (smRCs) aus
zirkulierenden EVs in dem Blut von Patientinnen und Patienten mit Leberkrebs. Diese wurden
als smRC1, smRC2 und smRC3 bezeichnet und kénnten als Signatur zur friihzeitigen Erkennung
von HCC genutzt werden. Unter Verwendung smRC-spezifischer Sonden wurde mittels RNA-
in-situ-Hybridisierung die Expression der RNA-Clustern sowohl in Tumorzellen als auch in
Zellen des Tumormikromilieus in formalin-fixierten, paraffin-eingebetteten HCC-
Gewebeproben (FFPEs) bestatigt.! Die drei smRCs sind bislang noch nicht tiefergehend
erforscht. Bisherige in-vitro-Daten deuten darauf hin, dass smRC1 eine funktionelle Rolle in
der Hepatokarzinogenese sowie der Tumorprogression einnimmt und somit aktiv an der
Entwicklung des HCC beteiligt ist. Aufgrund dessen stellt smRC1 einen neuartigen, potentiell
therapeutisch nutzbaren Angriffspunkt dar.

Begonnen bei smRC1 kann mittels Knockout (KO)-Versuchen die Rolle der RNA in der Zelle
untersucht werden und ob ihre Abwesenheit Auswirkungen hat. In nachfolgenden Versuchen
kann mit den KO-Zelllinien getestet werden, ob smRC1 an der Tumorentstehung, der
Metastasierung oder der Signalwegregulation beteiligt ist. Mithilfe eines gezielten KO von
smRC1 kann zunachst untersucht werden, wie sich der Verlust dieser RNA auf zellulare
Prozesse auswirkt und welche funktionelle Bedeutung ihr zukommt. AnschlieRend lasst sich
analysieren, ob und in welchem Ausmall smRC1 an der Tumorentstehung, Metastasierung
oder Signalwegregulation beteiligt ist.>2

Fir den KO von smRC1 wurde von der AG von Felden ein in-vitro-CRISPR/Cas9 Modell
etabliert. Dieses System wurde erfolgreich in der Zelllinie Huh-7 angewandt. Auf dieser
Grundlage wurden weiterfiihrende Versuche zur Untersuchung der Funktion von smRC1
durchgefiihrt. Ziel dieser Arbeit war es, den KO in den Zelllinien SNU-475, Hep 3B und
PLC/PRF/5, die auch als Alex/PLC bezeichnet werden, zu reproduzieren. Mittels lentiviraler
Transduktion wurde das Gen fir smRC1 ausgeknockt. Als Kontrolle wurde der leere Vektor
SCRAMBLE (SCR) verwendet. Im Anschluss an die lentivirale Transduktion wurde eine klonale
Isolation durchgefiihrt. Dabei sollten einzelne Klone isoliert und als neue Zelllinie etabliert
werden. Zur Uberpriifung wurden die erfolgreich isolierten Zelllinien mittels DNA-

7
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Sequenzierung auf den smRC1-KO untersucht und charakterisiert. AbschlieRend wurde die
Genexpression von smRC1 in den neuen Zelllinien in einer RT-qgPCR untersucht und das
klonogene Potential mittels eines Kolonie-Bildungs-Assays bewertet. Der Ablauf ist in
Abbildung 1 dargestellt.

Abbildung 1: Ablauf des KO-Versuchs von smRC1. 1. Der Knockout (KO) von smRC1 wurde mittels lentiviraler Transduktion
durchgefiihrt. 2. Die smRC1-spezifischen CRISPR/Cas9 Vektoren initiierten Doppelstrangbriiche (DSB) in der DNA, welche von
zelleigenen Reparatur-Mechanismen behoben wurden, die zu dem KO fihren. 3. Mittels verschiedener Methoden wurde
eine klonale Isolation durchgefiihrt und die Zellen wurden expandiert. 4. Zur Validierung wurde eine DNA-Sequenzierung
durchgefiihrt, bei der die DNA-Sequenz zu smRC1 analysiert wurde. (Eigene Darstellung, erstellt mit BioRender)
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3.) Theoretischer Hintergrund

3.1.) Hepatozelluldres Karzinom

Leberkrebs ist nach dem Pankreaskarzinom der zweittédlichste Tumor weltweit. In 90 % der
Falle handelt es sich dabei um das Hepatozelluldre Karzinom (HCC), welches die am haufigsten
vorkommende Form von primdarem Leberkrebs ist. HCC ist ein prototypischer
entzlindungsassoziierter Krebs, was bedeutet, dass er typischerweise als Folge einer
chronischen Lebererkrankung entsteht. Die haufigsten Risikofaktoren sind Infektionen mit
dem Hepatitis-B-Virus, dem Hepatitis-C-Virus, nicht-alkoholische Fettlebererkrankungen und
Alkoholmissbrauch. Auch Tabakkonsum spielt als Kofaktor eine Rolle. Hieraus entsteht durch
chronische Inflammation eine Zirrhose, die als Prakanzerose gilt und genetische Instabilitat
fordert. 34

HCC hat eine aggressive Natur und wird oftmals erst spat diagnostiziert, weshalb es zu den
haufigsten Ursachen fiir krebsspezifische Todesfélle zahlt. Die Diagnose kann durch typisches
Kontrastmittelverhalten mittels bildgebender Verfahren nicht-invasiv gestellt werden. So ist
eine Untersuchung von Gewebebiopsien nicht zwingend notwendig, allerdings ist diese fir
eine Charakterisierung auf molekularer Ebene von Vorteil. Patientinnen und Patienten mit
Leberzirrhose sollten durch das erhéhte Risiko flr die Entstehung eines HCC halbjahrlich
mittels Ultraschall und dem Tumormarker a-Fetoprotein auf HCC untersucht werden.
Aufgrund der eingeschrankten Sensitivitat dieser Kombination besteht allerdings ein groRes
Interesse, genauere Alternativen mit der Moglichkeit auf eine hohere Sensitivitat, wie
beispielsweise Fliissigbiopsien, zu erforschen.3™

Die minimalinvasive Methode der Fliissigbiopsie ist gut reproduzierbar. Sie ist, anders als
beispielsweise Abdomen-Sonographie, unabhangig von den Untersuchenden, hat eine hohe
Genauigkeit und lasst sich problemlos in das klinische Umfeld integrieren. Bei der
FlUssigbiopsie werden Tumorkomponenten wie zirkulierende Tumor-DNA, extrazelluldre
Vesikel (EV) oder ganze zirkulierende Tumorzellen untersucht. Diese Methode vereinfacht den
Zugang zu molekularen Tumorinformationen und ermoglicht eine sequenzielle
Probenentnahme zur dynamischen Verlaufsbeobachtung. Das ist entscheidend fiir die
molekulare Uberwachung des HCC, die Bestimmung der klonalen Zusammensetzung des
Tumors sowie den Nachweis von Resistenzmechanismen in Echtzeit. Aufgrund dieser
positiven Eigenschaften ist die Fllissigbiopsie eine potenzielle Méglichkeit zur Friiherkennung,
Krebsiiberwachung, Prognosevorhersage und der molekularen Uberwachung des
therapeutischen Ansprechens.3

Bei friih erkanntem HCC liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei iiber 70 %. Bei
fortgeschrittenem HCC liegt nach einer systemischen Therapie, die Uberlebensrate bei etwa
20 bis 24 Monaten. Somit ist die Friiherkennung und, damit einhergehend, die Erforschung
von molekularen Mechanismen, fiir die Patientinnen und Patienten von groBem Interesse. 3
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3.2.) Nicht-kodierende RNA

Die Hepatokarzinogenese beschreibt den mehrstufigen Prozess der Entstehung und
Entwicklung von HCC, bei dem Hepatozyten durch eine Reihe genetischer Veranderungen die
maligne Transformation durchlaufen. Die komplizierte Biologie von HCC ist bislang nicht
vollstandig verstanden. Es gibt friihe genetische Veranderungen, die als Gatekeeper
bezeichnet werden. Dazu gehdren beispielsweise Mutationen im telomerase reverse
transcriptase (TERT)-Promoter, wodurch die Telomerase dauerhaft aktiv bleibt und die Zellen
eine unbegrenzte Teilungsfahigkeit erlangen. Weitere Gatekeeper sind molekulare
Veranderungen von regulatorischen Signalwegen. Beispielsweise der Wnt-B-Catenin-
Signalweg ist durch eine Mutation in dem Gen CTNNB1, welches fiir B-Catenin kodiert, haufig
Uberaktiviert, was zu der Immunausschluss-Signatur beitragt. So wird verhindert, dass das
Immunsystem die Tumorzellen erreichen kann. Zusitzlich wird das Wachstum und Uberleben
der Tumorzellen durch die Hochregulation der Signalwege PI3-AKT-mTor und RAS-MAPK
gesichert. Weitere Mutationen flihren zu der Storung des Tumorsuppressors p53 oder
Regulatoren der Zellzykluskontrolle. Dadurch wird die zellulare DNA-Schadensantwort
blockiert, was dazu fuhrt, dass die Tumorzellen trotz fehlerhafter DNA weiterwachsen kdnnen.
Auch  epigenetische  Veranderungen  wie DNA-Methylierungen,  durch  die
Tumorsuppressorgene beeintrachtigt werden, sowie Histon-Modifikationen und Chromatin-
Remodellierung, die die Zuganglichkeit des Genoms verandern, sind Teil der
Hepatokarzinogenese.3™

Als weitere Schlisselfaktoren der Hepatokarzinogenese konnten nicht-kodierende RNAs
(ncRNAs) identifiziert werden. Dabei handelt es sich um RNA-Molekile, die zwar transkribiert
werden, aber nicht fiir Proteine codieren. Sie sind wesentlicher Bestandteil des Transkriptoms
und haben viele regulatorische Funktionen. Die nicht-kodierenden RNAs werden anhand ihrer
Lidnge in zwei Gruppen eingeteilt.>®

3.2.1.) Lange nicht-kodierende RNA

Lange nicht-kodierende RNAs (IncRNAs) sind polyadenylierte, mRNA-dhnliche Transkripte mit
einer Lange von Uber 200 Nukleotiden. Sie stellen Schlisselregulatoren der
Chromatindynamik, der Genexpression sowie von Zellwachstum und -entwicklung dar. Ihr
direkter Einfluss auf biologische Prozesse zeigt sich beispielsweise an der IncRNA XIST, welche
fiir die X-Chromosomen-Inaktivierung verantwortlich ist. Die IncRNAs kénnen aber durch das
Leiten von Transkriptionsfaktoren oder Proteinkomplexen auch indirekt zur Genregulation
beitragen.’

Durch die breitgefacherten regulatorischen Funktionen sind IncRNAs besonders im Kontext
von komplexen Erkrankungen wie Krebs von Bedeutung. Es gibt bereits mehrere IncRNAs, die
nachgewiesen an der Entwicklung und dem Fortschreiten von HCC beteiligt sind. Ein Beispiel
dafir ist die IncRNA HOTTIP, deren Expression in Zusammenhang mit der Expression des Gens
HOXA13 steht und direkten Einfluss auf den Krankheitsverlauf bei HCC hat.”
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3.2.2.) Kleine nicht-kodierende RNA

Kleine nicht-kodierende RNAs (sncRNAs) sind RNA-Molekiile mit weniger als 200 Nukleotiden.
Sie ibernehmen ebenfalls viele regulatorische und strukturelle Aufgaben, wie beispielsweise
bei der Transkription, Post-Transkription und Translation. So werden Zellwachstum und
Zellteilung beeinflusst, weshalb die sncRNAs auch relevant fiir die Tumorentstehung und -
progression sind. Fehlregulationen koénnen Einfluss auf unkontrollierte Zellvermehrung,
Tumorinitiierung, Tumorgenese und Metastasierung haben. Zunachst wurde angenommen,
dass die von der AG von Felden entdeckten smRCs zu der Gruppe der sncRNAs gehéren.1®

3.3) Kleine RNA-Cluster

Kleine RNA-Cluster (smRCs) sind Gruppen von kleinen RNA-Sequenzen, die in der
Genexpressionsanalyse identifiziert werden kénnen. In der AG von Felden wurden drei smRC-
Expressionssignaturen, die bei HCC Patientinnen und Patienten signifikant Gberexprimiert
sind, aus EVs quantifiziert und charakterisiert. Diese wurden als smRC1, smRC2 und smRC3
bezeichnet.?

3.3.1.) Entdeckung der smRCs

In der ersten Phase der Entdeckung der smRCs wurden die EVs mittels differentieller
Ultrazentrifugation und mikrofluidischer nanoscale deterministic lateral displacement (DLD)-
Assays isoliert und das gesamte Spektrum von sRNAs, inklusive der nicht-kodierenden
Regionen, sequenziert. Dabei wurden wiederholt benachbarte Genomregionen mit bis dahin
nicht annotierten RNA-Signalen entdeckt. Diese Haufungen wurden als smRCs definiert und
jedes smRC wurde genomisch charakterisiert, um die Validitdt zu bewerten. Bestimmt wurde
die Peak-Abdeckung, die relative Haufung der RNA-Fragmente an bestimmten Stellen
aufzeigt. AuBerdem die Entropie der RNA-Sequenz, die angibt, wie zufillig die Verteilung
innerhalb des Clusters ist, sowie die Konsensussequenz, eine reprasentative Abfolge von
Nukleotiden aus einer Gruppe dhnlicher RNA-Sequenzen innerhalb jedes smRCs. Die smRCs
haben eine durchschnittliche Lange von 16,5 Nukleotiden und sind somit kleiner als SRNAs in
Zellen, die eine durchschnittliche GroRe von 22,6 Nukleotiden haben. Dies zeigt, dass EVs
einzigartige smRCs transportieren, die sich von zelluldren Profilen unterscheiden.® Abbildung
2 fasst den Ablauf der Entdeckung der smRCs zusammen.

Isolation of

Identification of unannotated

small EVs

&

small RNA clusters (smRC)

o' . i | §
;—b“—b’ - 1 con| V) N

small RNAseq

Definition of
genomic properties

Dasertal Exprossion £V vs. cobar b Comguey by Pesknens

ot W Reats

(i.e., entropy/complexity, peak coverage, consensus sequence)

Abbildung 2: Die Entdeckung von smRCs. Aus dem Blut von Patientinnen und Patienten mit HCC wurden EVs isoliert, aus
welchen mittels RNA-Sequenzierung Cluster aus bislang nicht annotierten RNA-Signalen entdeckt, deren Eigenschaften Gber
die Peak-Sequenz, die Entropie der RNA-Sequenz und eine Konsensussequenz definiert wurden.?
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In der zweiten Phase wurde eine retrospektive Fall-Kontroll-Studie zur Untersuchung der
Biomarker durchgefiihrt, in der anhand der Sensitivitat, der Spezifitdat und der diagnostischen
Genauigkeit geprift wurde, ob mittels smRCs eine Fritherkennung von HCC méglich ist.?
Abbildung 3 zeigt den Ablauf dieser Studie.

Phase 2 biomarker case-control study for the detection of early stage HCC

© _ s &
1 E smRC 1 2 — | Eal‘ly HCC T@
- —> -stm: ———— I

ﬁ ' SmAC 3 T No HCC
Logistic

regression model

Abbildung 3: Fall-Kontroll-Studie zur Untersuchung der Biomarker. Die Studie wurde durchgefiihrt, um zu testen, ob mittels
smRCs eine Frilherkennung von HCC moglich ist. Die Testgruppe umfasste Patientinnen und Patienten mit frihem HCC und
anderen Lebererkrankungen. Aus dem Blut-Plasma wurden die smRCs isoliert und untersucht. Die drei smRCs (smRC1, smRC2
und smRC3) sind bei Patientinnen und Patienten mit HCC deutlich Gberexprimiert.?

Die Testgruppe umfasste Patientinnen und Patienten aus zwei Gruppen. Eine Gruppe mit
unbehandeltem HCC im Frihstadium und eine Gruppe mit Leberzirrhose, oder sonstigem
HCC-Risikoprofil ohne nachgewiesenes HCC. Aus dem Blutplasma wurden die EVs isoliert, die
drei smRCs mittels RT-qPCR quantifiziert und anschlieend die Expressionswerte der Gruppen
verglichen. Die 3-smRC-Signatur zeigte eine Sensitivitat von 86 % und eine Spezifitdt von 91 %
zwischen friihem HCC und Hochrisikokontrolle. Das bedeutet, die Expression der smRCs war
bei den Patientinnen und Patienten mit HCC deutlich starker als bei den Patientinnen und
Patienten ohne nachgewiesenes HCC. Da etablierte Uberwachungsmethoden wie Ultraschall
und a-Fetoprotein-Tests in ihrer diagnostischen Genauigkeit begrenzt sind, bieten smRCs aus
zirkulierenden EVs hochsensible Alternativen. Uber einfache Blutproben, auch als Liquid
Biopsies bezeichnet, konnte smRC1 somit als valider Biomarker fiir die Friiherkennung und
das Verlaufsmonitoring des HCC dienen.!

3.3.2.) Eigenschaften von smRC1

Bislang beschaftigt sich die AG von Felden mit der Forschung an smRC1. Dabei wurde
festgestellt, dass es sich nicht, wie zunachst angenommen, um eine einzelne sRNA handelt,
sondern, dass smRC1 Teil der IncRNA ENST00000647660 ist, die von dem Gen
ENSG00000285817 kodiert wird, welches im Zuge des Havana Projekts des Sanger Institutes
manuell annotiert wurde. Die Lage des Gens im Genom ist auf dem Chromosom 8 an der Stelle
137.524.755 bis 137.645.564 auf dem Reverse-Strang.8-10. (interne Daten AG von Felden, nicht publiziert) pyja
Lage des Gens auf dem Chromosom 8 ist in Abbildung 4 dargestellt.

chromosome 8 [ FvisE oo BN N oo N o EENENo i) BB 01l B0l PR Ho0c B BN N FrEEN
u

Abbildung 4: Chromosom 8. Das gesamte Chromosom mit seinen unterschiedlichen Bereichen. Das Gen ENSG00000285817
ist in dem rot markierten Bereich (rechts) lokalisiert.!?

Der rotmarkierte Bereich des Chromosoms ist in Abbildung 5 dargestellt, in der das Gen
ebenfalls rot markiert ist.
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Abbildung 5: Genomische Lage des Gens ENSG00000285817. Das rot markierte Gen ist in dem Bereich von 137.524.755 bis
137.645.564 auf dem Reverse-Strang lokalisiert.11

Die IncRNA ENST00000647660 ist das Transkript des Gens und hat eine Lange von 120,81 kb.
Sie besteht aus Introns und 4 Exons, die zusammen eine Lange von 1992 bp haben.® Die
IncRNA ist in Abbildung 6 dargestellt.

A\ = — —

< ENST00000647660
IncRNA

- Reverse strand 120.81 kb

Abbildung 6: Die IncRNA ENST00000647660. Die IncRNA wird von dem Gen ENSG00000285817 kodiert, welches auf dem
Reverse-Strang liegt. Sie hat eine Lange von 120,81 kb und besteht aus Exons (Kasten) und Introns (Striche).?

Durch Versuche mit smRC1 konnten bereits einige Eigenschaften der RNA entschlisselt
werden. smRC1 liegt auf einem der Introns der IncRNA in dem Bereich 137.627.017 bis
137.627.182 und hat eine Lange von 166 bp. Dieser Bereich des Chromosom 8 ist in Abbildung
7 dargestellt.
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Abbildung 7: Genomische Lage von smRC1. smRC1 ist Teil der IncRNA ENSTO0000647660 und liegt in dem Bereich
137,627,017 bis 137,627,182 auf dem Chromosom 8.11

Die von der AG von Felden ermittelte Konsensussequenz von smRC1l lautet:
CCUCUUCUUAACACC. Sie wurde fiir das Design von Primern fiir eine RT-qPCR erweitert. Die
in der DNA eingesetzte Base Thymin wird in der RNA durch Uracil ersetzt. Dementsprechend
wurde die RNA-Sequenz in die entsprechende DNA-Sequenz Ubersetzt. Da sich die DNA-
Sequenz fur smRC1 in 3’-5'-Leserichtung auf dem Reverse-Strang befindet, wurde die
komplementare Sequenz auf dem Forward-Stang bestimmt. In 5'-3-Leserichtung lautet sie:
GGTGTTAAGAAGAGGACAA, (interme Daten AG von Felden, nicht publiziert) Ahhildung 8 zeigt die Sequenz in
ihrer genomischen Lage.
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Abbildung 8: Genomische Lage der Konsensussequenz von smRCl. Die RNA-Sequenz von smRC1 lautet:
CCUCUUCUUAACACC. Diese wurde um einige Basen erweitert und in die DNA-Sequenz ibersetzt. Die Sequenz fir smRC1 in
3’-5"-Leserichtung liegt auf dem Reverse-Stang. Auf dem Forward-Strang in 5-3"-Leserichtung lautet die DNA-Sequenz somit:
GGTGTTAAGAAGAGGACAA.1

3.4.) Gen-Knockout mittels CRISPR/Cas9

3.4.1.) Gen-Knockout

Bei einem Gen-Knockout (KO) wird das zu untersuchende Gen gezielt ausgeschaltet. Als
Kontrolle wird eine Zelllinie ohne KO mitgefiihrt. Der KO kann verschiedene Griinde haben. Es
kann beispielsweise ermittelt werden, welche Funktion das Gen Ubernimmt und welche
Auswirkungen ein Genverlust hat. So kénnen Gene identifiziert werden, die eine essentielle
Rolle fir die Zelle spielen. Auch Resistenzmechanismen gegen Medikamente kénnen mit Hilfe
von KO-Versuchen erforscht werden. Somit stellen KO-Ansatze eine wichtige Methode in der
Entwicklung neuer Erkenntnisse zu méglichen Therapieansatzen dar.21%13

3.4.2.) CRISPR/Cas9

CRISPR ist ein Abwehrsystem von Bakterien, durch das Abschnitte viraler DNA mithilfe einer
Guide-RNA (gRNA) erkannt werden kénnen. Cas9 ist ein Enzym, das Doppelstrangbriiche (DSB)
initiieren kann und so die DNA schneidet. CRISPR/Cas9 kann somit gezielt als Genschere
eingesetzt werden. Durch die Verwendung von CRISPR/Cas9 kommt es regular zu einer
Verschiebung des Leserasters, wodurch die Expression des Gens verhindert wird.? Der Ablauf
eines KO mittels CRISPR/Cas9 ist in Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9: Gen-KO mittels CRISPR/Cas9. Die gRNA besteht aus dem Spacer, ein kurzer RNA-Abschnitt, der komplementar
zu der Zielsequenz ist, und dem Scaffold, der Bereich, der an das Enzym Cas9 bindet. Der Komplex aus der RNA und dem
Enzym bindet tGber den PAM an das Zielgen (hier als Target bezeichnet) und schneidet die DNA. Dieser DSB wird durch
zelluldre Reparatur-Mechanismen, wie Non-homologous-End-Joining (NHEJ), wieder zusammengefligt. Dabei kénnen
verschiedene Fehler unterlaufen, die die Expression des Zielgens verhindern und somit zu einem KO fihren.

(https://media.addgene.org/cms/filer_public/c4/cd/c4cd7a42-a7ca-41e1-8468-231e508fa394/knockout.png)

Die gRNA setzt sich aus zwei Bereichen zusammen. Das Scaffold ist eine RNA-Struktur, die an
Cas9 bindet und der Spacer ist ein kurzer Bereich, der komplementar zu der Zielsequenz
angepasst wird und neben dem PAM (Protospacer Adjacent Motif) liegt. Dabei handelt es sich
um eine kurze Basensequenz, die die Bindung von Cas9 ermoglicht. Der Komplex aus der gRNA
und Cas9 bindet nach der PAM-Erkennung an das Zielgen. Dabei wird der Doppelstrang
getrennt und es kommt zu einer Basenpaarung zwischen der DNA und dem Spacer. Durch
diese Paarung wird eine Konformationsdanderung von Cas9 ausgelost und die DNA-Striange
werden vor dem PAM geschnitten. Nach dem Schnitt der DNA werden die offenen Enden
innerhalb der Zelle erkannt und durch Reparatur-Mechanismen, wie Non-homologous-End-
Joining (NHEJ), wieder zusammengefiigt. Dabei kann es, durch den Verlust oder das
fehlerhafte Einfligen von Basen, zu Fehlern des Leserasters, auch als Frameshift bezeichnet,
kommen. Solche Veranderungen der DNA-Sequenz werden als Indels bezeichnet und kénnen
zu einem KO des Gens fiihren.>1%13

Bei der Verwendung von CRISPR/Cas9 gibt es einige Risiken, die beachtet werden missen. Es
kann zu Off-Target-Aktivitaten kommen, was bedeutet, dass die DNA in Bereichen geschnitten
wird, welche der Zielsequenz sehr dhnlich sind. Dieses Risiko kann durch Optimierungen bei
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dem Entwurf des personalisierten CRISPR/Cas9-Systems verringert werden. Des Weiteren
bedeuten die DSB zelluldren Stress und kdonnen zu chromosomaler Instabilitdat flhren.
AuBerdem besteht die Moglichkeit, dass die Reparatur der DNA zu In-Frame-Mutationen
fihrt. Dabei werden Basen so eingefligt, dass das Leseraster erhalten bleibt und
beispielsweise fiir funktionelle Proteine kodiert, anstatt das Gen vollstandig auszuknocken.?'#

3.4.3.) Lentivirale Transduktion

Der Einsatz von CRISPR/Cas9 findet Ublicherweise mittels der Transduktion von lentiviralen
Vektoren statt. Fir die Produktion der Vektoren werden (blicherweise HEK293T-Zellen
verwendet. Die Plasmide, die in die Zellen gebracht werden, erfiillen verschiedene
Funktionen. Das Transfer-Plasmid enthalt die Informationen fiir die gRNA, die Cas9-Nuklease
und einen Selektionsmarker fir ein Antibiotikum. Die Packaging-Plasmide enthalten
Informationen fir die Enzyme und Proteine, die fir die Struktur des Virus-Partikels benétigt
werden. Das Envelope-Plasmid kodiert fiir das Oberflachen-Protein des Vektors, das den
Eintritt in die Zellen ermdglicht. In den Produzentenzellen werden daraus die lentiviralen
Vektoren erzeugt, welche anschlieRend aus dem Medium isoliert werden. Nach der
Aufreinigung kénnen die Vektoren fir die Transduktion in-vivo oder in-vitro genutzt werden.!®
Der Ablauf der Produktion ist in Abbildung 10 dargestellt.

Abbildung 10: Produktion und Einsatz lentiviraler Vektoren. Die Produktions-Plasmide enthalten die Informationen tber das
Ziel-Gen und das CRISPR/Cas9 System, die Struktur-Proteine und -Enzyme, sowie das Oberflachen-Protein, das fir eine
Transduktion notwendig ist. Die Vektoren werden von den Produzentenzellen hergestellt und kdnnen nach der Aufreinigung
fur die Transduktion in-vivo oder in-vitro eingesetzt Werden.(https://media.addgene.org/cms/ﬁ\er_pubIic/c2/00/c200c74c—la597450d—9alb—

0b688f4f4ca3/lenti_production.png)

Bei der lentiviralen Transduktion werden die Zielzellen mit den Viruspartikeln infiziert und das
Wirtsgenom wird entsprechend verandert. Dies ist in Abbildung 11 dargestellt. Aufgrund des
eingebrachten Selektionsmarkers sind nur die Zellen resistent, bei denen die Transduktion
erfolgreich war. Ob der KO des Ziel-Gens erfolgreich war, kann nach einer klonalen Isolation
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mittels DNA-Sequenzierung berpriift werden.'2714

Target —GRNA
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Abbildung 11: Gen-KO von mittels lentiviraler Transduktion. Das CRISPR/Cas9 Modell wird in die Zellen eingebracht. Durch
die spezifische Bindung an das Zielgen von smRC1 wird tiber den DSB die Expression des Gens verhindert. (Eigene Darstellung,
erstellt mit BioRender)

17



Hochschule flir Angewandte Wissenschaften Hamburg

4.) Material und Methoden

Tabelle 3: Verwendete Gerate.

Name

Hersteller

Modell

COz-Inkubator

VWR

INCU Line CO;

Gel Electrophoresis Horizontal

Cleaver Scientific

MultiSub Mini One

Gel System

Heizblock Eppendorf ThermoMixer C

Imaging System Invitrogen by Thermo Fisher iBright CL750
Scientific

Mikroskop KERN

Sicherheitswerkbank Klasse |l Berner Claire pure

Wasserbad

Thermo Fisher Scientific

Precision GP 20

Vakuumpumpe KNF N 811 LABOPORT
Zentrifuge Heraeus Instruments Megafuge 1.0
Mikro Tischzentrifuge, gekihlt | Eppendorf 5424 R
Mikrowelle Sharp

Nano Spectrophotometer, VWR

Drop and Cuvette UV-Vis

System

PCR-Thermocycler Eppendorf X50s

RT-PCR System

Applied Biosystems by Thermo
Fisher Scientific

Quant Studio 3

Tischzentrifuge, geklhlt

Eppendorf

5910 Ri

Mini Tischzentrifuge

Fisher Scientific by Thermo
Fisher Scientific

Fisherbrand

Tabelle 4: Verwendete Verbrauchsmaterialien und Zubehor.

Name Hersteller

Injekt Einmalspritzen B. Braun

Pipetten Eppendorf
Pipettenspitzen Sarstedt
Pipettenspitzen, Multikanalpipette | Mettler-Toledo
Petrischalen, 10 cm Sarstedt
Reaktionsgefalie Sarstedt, Eppendorf
Serologische Pipetten Sarstedt
Zellkultur-Platten Sarstedt

Tabelle 5: Verwendete Chemikalien und Reagenzien.

Name Hersteller
Ethanol absolut, 99 % Th. Geyer
Chloroform Carl Roth
DMSO Th. Geyer
EDTA Sigma-Aldrich
Methanol Carl Roth
Nuklease-freies Wasser | Qiagen
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4.1.) Zellkultur
Alle verwendeten Materialien fiir das Arbeiten mit Zellkulturen sind in Tabelle 6 aufgelistet.

Tabelle 6: Verwendete Materialien fiir das Arbeiten mit Zellkulturen

Name Hersteller

DMEM, Low Glucose (1g/1), w/o L-Glutamine with Capricorn Scientific
Sodium Pyruvate, steril-filtriert

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline Sigma-Aldrich

Fetal Bovine Serum, Research Grade, sterile-filtered | Biophyll

Glutamin 200mM (100X) Anprotec
Penicillin/Streptomycin (100X) Capricorn Scientific
Puromycin-Losung, 10 mg/mL InvivoGen

RPMI 1640, w/o L-Glutamine, steril-filtriert Capricorn Scientific
Trypanblaulésung, 0,4 % Carl Roth
Trypsin-EDTA (0,05 %) in HBSS (1X) with Phenol Red | Capricorn Scientific

Fir die KO-Versuche wurden drei Zelllinien verwendet. Die Zelllinie SNU-475 ist eine schlecht
differenzierte HCC-Zelllinie eines 43-jdhrigen Mannes. Der Patient erhielt zuvor keine
Behandlung. SNU-475 ist eine Hepatitis B Virus (HBV) positive Zelllinie, die schlecht
differenziert ist, was bedeutet, dass die Zellen kaum noch Ahnlichkeit mit den urspriinglichen,
gesunden Leberzellen haben.® Die Zelllinie PLC/PRF/5, auch Alexander-Zelllinie, wurde aus
der Leber eines mannlichen Spenders mit Hepatom isoliert. Sie ist HBV-positiv und kann in der
Forschung an Krebs, Infektionskrankheiten und sexuell Gbertragbaren Krankheiten eingesetzt
werden. Sie wird in dieser Arbeit als Alex/PLC bezeichnet.!’ Die dritte Zelllinie Hep 3B ist eine
Zelllinie mit Epithelmorphologie, die aus Lebergewebe isoliert wurde, das von einem 8-
jahrigen Jungen mit Leberkrebs abgeleitet wurde. Sie enthdlt ein integriertes Hepatitis-B-
Virus-Genom.!8

Die verwendeten Zelllinien wurden von der AG von Felden in Einfriermedium in einem
Stickstofftank gelagert. Als Einfriermedium wurde FBS mit 10 % DMSO genutzt. Die Zellen
wurden fiir die Durchfiihrung der Versuche in einem Wasserbad auf 37 °C erwarmt und in eine
Petrischale mit Kulturmedium Gberfiihrt. Alle Zelllinien wurden in einem Inkubator bei 37 °C,
95 % Luftfeuchtigkeit und einem CO,-Gehalt von 5 % in Zellkultur-Platten oder Petrischalen
kultiviert. Dabei wurde die GrofRe der Flache abhdngig von dem Wachstum der Zellkultur
gewahlt. Die verwendeten Medien fir die verschiedenen Zelllinien sind in Tabelle 7
aufgelistet.

Tabelle 7: Fiir die Zelllinien verwendete Medien. Jede Zelllinie bendétigt ein individuelles Medium, wie in der Tabelle
angegeben. Fir die Kultivierung wurden diesen Medien noch Glutamin, Penicillin/Streptomycin und FBS hinzugefiigt.

Zelllinie Medium
SNU-475 | RPMI
Alex/PLC | DMEM
Hep 3B DMEM

Das Medium wird als komplett bezeichnet, wenn Glutamin und Penicillin/Streptomycin
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entsprechend hinzugefiigt wurden. Die Bezeichnung Kulturmedium wird dann verwendet,
wenn zusatzlich FBS hinzugefligt wurde. Der FBS-Anteil fiir die Kultivierung einer stabilen
Zelllinie liegt bei 10 %.

Um die Zellen zu passagieren, wurden alle bendtigten Materialen in einem Wasserbad auf
37 °C erwarmt. Das Kulturmedium wurde vollstandig entfernt und die Zellen wurden
gewaschen. Daflir wurde PBS mit 2 mM EDTA verwendet. Nach dem Entfernen des PBS wurde
Trypsin auf die Zellen gegeben und fiir maximal 5 Minuten inkubiert, bis die Zellen sich durch
Klopfen an die Zellkultur-Platte oder die Petrischale abgeldst hatten. Die Zellen wurden durch
Mischen mit der Pipette separiert und in Kulturmedium resuspendiert. Diese Zellsuspension
wurde fiir das Aussden verwendet. Falls notwendig, wurden die Zellen ausgezahlt oder es
wurde eine Verdinnung, abhangig von der Menge an Zellen wund ihrer
Wachstumsgeschwindigkeit, gewahlt. Die Zellen wurden in eine neue Zellkultur-Platte oder
Petrischale mit Kulturmedium Uberfiihrt. Die neue Platte wurde geschwenkt und in den
Inkubator gestellt.

Fir die Bestimmung der Zellzahl wurde die Neubauer Zahlkammer genutzt. Die Zellen wurden,
wie beschrieben, mit Trypsin abgeldst und anschlieRend in einem definierten Volumen mit
Kulturmedium verdiinnt. Zur Farbung der toten Zellen wurde die Zellsuspension mit einem VF
von 2 mit Trypanblaulésung gemischt. Die Zahlkammer wurde mit 70 % Ethanol gereinigt und
das Deckglaschen auf die Zahlkammer gesetzt. Die Zellen in einem Volumen von 10 pL wurden
in dem Raster der Zahlkammer gezahlt. Ein Feld des Rasters hat ein Volumen von 0,1 uL. Fir
die Berechnung der Zellzahl in 1 uL der Zellsuspension wurde die berechnete Konzentration
mit dem Faktor 10 multipliziert. Die Zellkonzentration der Zellsuspension wurde mittels
Gleichung 1 berechnet.

Zellzahl )
c=——-VF-10 Gleichung 1
n

Mit:

c := Zellkonzentration der Zellsuspension in Kulturmedium, Zellen/uL
Zellzahl := Anzahl der Zellen in den gezdhlten Feldern des Rasters

n := Anzahl der gezahlten Felder des Rastern

VF := Verdinnungsfaktor der Verdiinnung mit Trypanblau

Fiir das Aussden der Zellen mit einer definierten Zellzahl wurde das bendétigte Volumen der
Zellsuspension mittels der Gleichung 2 berechnet.

_ Benotigte Zellzahl )
V (Zellsuspension) = c Gleichung 2

Mit:
V(Zellsuspension) := Benotigtes Volumen der Zellsuspension, pL
c := Zellkonzentration der Zellsuspension in Kulturmedium, Zellen/uL
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4.2.) Dosis-Wirkungs-Kurve

Mittels der Dosis-Wirkungskurve wurde fiir jede Zelllinie die Puromycin-Konzentration
bestimmt, bei der die Zellen in einem Zeitraum von 2 bis 4 Tagen sterben. An Tag 0 wurden
die Zellen je mit einer, wie in Kapitel 4.1.) Zellkultur beschrieben, bestimmten Anzahl von
20 000 Zellen/cm? und 10 000 Zellen/cm? in eine 24-Well-Platte ausgesit.

An Tag 1 wurde das Medium mit unterschiedlichen Puromycin-Konzentrationen angesetzt.
Dafiir wurde aus einer Stocklésung mit einer Konzentration von 10 mg/mL eine
Verdinnungsreihe hergestellt. Die Konzentrationen sind in Tabelle 8 aufgelistet.

Tabelle 8: Puromycin-Konzentrationen fiir die Dosis-Wirkungs-Kurve. Das Kulturmedium wurde mittels einer
Verdiinnungsreihe in den angegebenen Konzentrationen ¢ angesetzt. Dafiir wurde eine Puromycin-Stocklésung mit einer
Konzentration von 10 mg/uL verwendet.

¢(Puromycin), pg/mL
2,5

1,5

1

0,75

0,5

0,25

Das Medium von Tag 0 wurde entfernt und die Wells mit je 500 pL des Mediums mit der
entsprechenden Puromycin-Konzentration geflillt. Dabei wurden die Zellen in zwei Wells nicht
mit Puromycin behandelt und als Kontrolle verwendet. Die Zellen wurden alle 24 Stunden
unter dem Mikroskop begutachtet.

4.3.) Lentivirale Transduktion

Fir den KO von smRCl hat die AG von Felden ein eigenes Modell entwickelt. Die
Konsensussequenz von smRC1 wurde erweitert und als Ziel-Sequenz fiir die Transduktion
genutzt. Die Ziel-Sequenz ist also: GGTGTTCAGGTGTTAAGAAGAGG. Die abschlieRende
Sequenz AGG dient dabei als PAM fiir Cas9. Diese findet sich, wie in Kapitel 3.3.2.)
Eigenschaften von smRC1 beschrieben, in dem Genom wieder. Nach der Transduktion kann
Uber den Vergleich der nachfolgenden Basenreihenfolge der KO-Zelllinien mit den Kontroll-
Zelllinien, festgestellt werden, ob der KO erfolgreich war. Fiir die Kontroll-Zelllinien wurde der
leere Vektor SCRAMBLE (SCR) eingesetzt. Die Vektoren von smRC1 und SCR enthielten
zusatzlich eine Sequenz fir eine Resistenz gegen das Antibiotikum Puromycin, das somit fir
die positive Selektion verwendet werden konnte.

Fir die lentivirale Transduktion wurden die Zellen, wie in Kapitel 4.1.) Zellkultur beschrieben,
an Tag 1 geerntet, die Zellzahl wurde entsprechend der Tabelle 9 eingestellt und die Zellen
wurden in eine 24-Well-Platte ausgesat.
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Tabelle 9: Zellzahl fiir die lentivirale Transduktion. Die lentivirale Transduktion wurde mit den drei Zelllinien SNU-475,
Alex/PLC und Hep 3B durchgefiihrt, die mit der angegebenen Zellzahl/cm? in eine 24-Well-Platte ausgesat wurden.

Zelllinie | Benétigte Zellzahl/cm?
SNU 475 15 000
Alex/PLC | 10000
Hep 3B 10 000

An Tag 2 wurde das Kulturmedium gewechselt und die Viruspartikel wurden hinzugefiigt. Die
eingesetzten Viruskonzentrationen flir die verschiedenen Zelllinien beruhten auf
vorangegangenen Versuchen der AG von Felden. Bei der Transduktion der Zelllinie SNU-475
wurden die Viruspartikel mit je einem Volumen von 5 pL und 10 pL eingesetzt. Die Zelllinien
Hep 3B und Alex/PLC wurden je mit 5 pL und 15 pL der beiden Lentiviren mit den Vektoren
SCR und smRC1 infiziert. Nach einer Inkubationszeit von 5h wurde das Kulturmedium
gewechselt.

An Tag 4 wurde die Selektion mittels Puromycin gestartet. Dafiir wurde das Kulturmedium mit
der zellspezifischen Puromycin-Konzentration, die in Kapitel 4.2.) Dosis-Wirkungs-Kurve
bestimmt wurde, angesetzt. Nach der Selektion wurden die wachsenden Zellen wie in Kapitel
4.1.) Zellkultur beschrieben, geldst und in eine 12-Well-Platte iberfihrt.

4.4.) Klonale Isolation
Die speziell fur die klonale Isolation verwendeten Materialien sind in Tabelle 10 aufgelistet.

Tabelle 10: Verwendete Materialen fiir die klonale Isolation.
Name Hersteller

ClonaCell Flex, semisolides methylzellulose-basiertes Medium | Stemcell Technologies

Da die Transduktion bei jeder Zelle individuell abgelaufen ist, war eine klonale Isolation
notwendig. Dabei wurden einzelne Zellen aus dem Pool der Zelllinien isoliert und expandiert,
mit dem Ziel eine monoklonale Zelllinie zu isolieren. Fiir die klonale Isolation der Zelllinien von
SNU-475 wurden drei verschiedene Methoden angewandt. Es wurden die Methoden
Einzelzellklonierung, Kolonie-Picking und die Klonierung mit semisolidem Medium
durchgefiihrt. Bei den neuen Zelllinien von Hep 3B und Alex/PLC wurde die klonale Isolation
mit Einzelzellklonierung und Kolonie-Picking durchgefiihrt. Alle Zelllinien, die fiir die klonale
Isolation ausgewahlt wurden, sind in Tabelle 11 aufgelistet.

Tabelle 11: Zelllinien fiir die klonale Isolation. Der Name der Zelllinie setzt sich aus dem Namen der Zelllinie, der verwendeten
Methode CRISPR/Cas9 und dem transduzierten Virus (SCR oder smRC1) zusammen. Da eine Transduktion in jeder Zelle
individuell ablauft, werden die neuen Zelllinien als Pool bezeichnet.

Zelllinie

SNU-475 CRISPR/Cas9 SCR Pool
SNU-475 CRISPR/Cas9 smRC1 KO Pool
Alex/PLC CRISPR/Cas9 SCR Pool
Alex/PLC CRISPR/Cas9 smRC1 KO Pool
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Zelllinie
Hep 3B CRISPR/Cas9 SCR Pool
Hep 3B CRISPR/Cas9 smRC1 KO Pool

4.4.1.) Einzelzellklonierung

Bei der Einzelzellklonierung wurden die Zellen, wie in Kapitel 4.1.) Zellkultur beschrieben
geldst und die Zellzahl wurde bestimmt. Mit dem Kulturmedium wurde eine Zellsuspension
mit 0,75 Zellen/Well einer 96-Well-Platte angesetzt. So sollte die Wahrscheinlichkeit fir mehr
als eine Zelle pro Well minimiert werden. Fiir jede Zelllinie wurden 2 Platten ausgesat und in
den Inkubator gestellt.

Nach einem Zeitraum von etwa 7 Tagen wurden die Wells erstmalig auf Zellwachstum
Uberprift. Die Wells, in welchen mehr als eine Zelle wuchsen, wurden markiert und
aussortiert. Bei den Wells, in welchen eine einzelne Zelle anwuchs und eine Kolonie bildete,
wurde das Kulturmedium in regelmaBigen Abstdnden gewechselt. Dabei wurde der FBS-Anteil
des Kulturmediums auf 15 % erhoht. Je nach Wachstum der Zellen wurden sie in die
nachstgrofReren Wells Uberfiihrt, beispielsweise von einer 96-Well-Platte in eine 48-Well-
Platte, und so expandiert. Bis sie in einer Petrischale mit einem Durchmesser von 10 cm
wachsen konnten, wurde der erhohte FBS-Anteil beibehalten.

4.4.2.) Kolonie-Picking

Fiir die klonale Isolation mittels Kolonie-Picking wurden die Zellen aus dem Well der 12-Well
Platte, wie in Kapitel 4.1.) Zellkultur beschrieben, mit 150 uL Trypsin gelést und in einem
Gesamtvolumen von 1 mL Kulturmedium verdinnt. Davon wurden 100 pL in 9,9 mL
Kulturmedium pipettiert und in eine 10 cm Petrischale ausgesdt. So sollte eine geringe
Zelldichte erreicht werden, aus welcher separierte Zellkolonien wachsen sollten. Das
Kulturmedium wurde, wenn noétig, gewechselt.

Nach einem Zeitraum von etwa 10 Tagen waren bei allen Zelllinien die Kolonien sichtbar und
wurden unter dem Mikroskop mit einem Marker markiert. Mit einer 200 pL Pipettenspitze
wurden einzelne Kolonien aufgenommen und in eine 24-Well-Platte mit Kulturmedium
Uberflhrt. Dieser Vorgang wurde mit mehreren, separiert angewachsenen Kolonien jeder
Zelllinie durchgefiihrt und ist in Abbildung 12 beispielhaft dargestellt.

Abbildung 12: Kolonie-Picking. Die angewachsenen Zell-Kolonien wurden unter dem Mikroskop markiert, mit einer
Pipettenspitze aufgenommen und in eine 24-Well-Platte tGberfihrt. (Eigene Darstellung, erstellt mit BioRender)
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Die gepickten Zellen wurden regelmaRig auf Wachstum {berprift und entsprechend
expandiert. Dabei wurde der FBS-Anteil des Kulturmediums auf 15 % erhoht, bis die Zellen in
einer 10 cm Petrischale wachsen konnten.

4.4.3.) Klonierung in semisolidem Medium

Fir die Klonierung in semisolidem Medium wurde das ClonaCell Flex Medium verwendet.
Diese Art der Klonierung wurde nur mit der Zelllinie SNU-475 nach der Transduktion
durchgefiihrt. Das Medium wurde auf Raumtemperatur erwdarmt und in einem Verhaltnis von
1:1 mit 2X RPMI Medium mit Glutamin und Penicillin/Streptomycin gemischt. Fiir den finalen
Ansatz des semisoliden Mediums wurden fir jede Zelllinie ein Volumen von 9 mL des
Mediums vorgelegt. Es wurden 1 mL FBS und 75 pL Puromycin-Losung mit einer Konzentration
von 100 pg/mL hinzugefiigt. Es wurden die Zellsuspensionen aus Kapitel 4.4.2.) Kolonie-
Picking genutzt. Von den Zellsuspensionen der verwendeten Pools der Zelllinien SNU-475
CRISPR/Cas9 SCR und SNU-475 CRISPR/Cas9 smRC1 wurde je ein Volumen von 100 uL und
200 uL dem Ansatz des Mediums hinzugefiigt. Das Medium mit den Zellen wurde fir
10 Minuten stehen gelassen, um Luftblasen zu minimieren. AnschlieBend wurde mit einer
Einmalspritze mit einer stumpfen Kanile das Medium aufgezogen und in eine Petrischale mit
einem Durchmesser von 10 cm (berfiihrt. Mit rotierenden Bewegungen wurde das Medium
verteilt und die Platte in den Inkubator gestellt.

Nach einem Zeitraum von 17 Tagen wurden die angewachsenen Kolonien unter dem
Mikroskop markiert, mit einer Einmalspritze mit einer stumpfen Kanile aufgesogen und in ein
Well einer 24-Well-Platte mit Kulturmedium Uberfiihrt. Die gepickten Zellen wurden
regelmaRig auf Wachstum Uberprift und entsprechend expandiert. Dabei wurde der FBS-
Anteil des Kulturmediums auf 15 % erhoht, bis die Zellen in einer 10 cm Petrischale wachsen
konnten.

4.5.) DNA-Sequenzierung
Die speziell fur die DNA-Sequenzierung verwendeten Materialien sind in Tabelle 12
aufgelistet.

Tabelle 12: Verwendete Materialen fiir die DNA-Sequenzierung.

Name Hersteller

100bp DNA ladder, DirectLoad Plus Merck

Agarose Standard Carl Roth

QlAamp DNA Mini Kit Qiagen

Monarch Spin PCR & DNA Cleanup Kit (5 ug) | New England Biolabs Inc
DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) Thermo Scientific

Roti Gel Stain Carl Roth

TAE Puffer 50X Carl Roth

TE-Puffer (1X), pH 8,0 low EDTA PanReac AppliChem ITW Reagents
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Fiir die DNA-Sequenzierung wurde die DNA der Zellen extrahiert, quantifiziert, das Zielgen
smRC1 wurde mittels PCR amplifiziert und nach erneuter Bestimmung der Konzentration
aufgereinigt. Fur die Sequenzierung wurden die Proben an die Firma Eurofins Genomics
gesendet. Die Pools der Kontroll-Zelllinien und der KO-Zelllinien wurden vor den isolierten
Zelllinien sequenziert, um anhand des Chromatogramms abschatzen zu kénnen, ob KO-Zellen
vorhanden sein konnten. Die in diesem Kapitel bestimmten Konzentrationen sowie alle
verwendeten Volumina befinden sind in den folgenden Tabellen. Alle DNA-Proben, die von
den Zellen SNU-475 CRISPR/Cas9 genommen wurden, sind in Tabelle 13 angegeben. Tabelle
14 gibt alle DNA-Proben der Zelllinien Alex/PLC CRISPR/Cas9 an und in Tabelle 15 sind die
Angaben fiir die Zelllinien Hep 3B CRISPR/Cas9 zu finden.

Tabelle 13: DNA-Proben der Zelllinien SNU-475 CRISPR/Cas9. Die DNA der Proben der angegebenen Passage P wurde
extrahiert und mittels Nano Drop wurde die Konzentration ¢c(DNA) bestimmt. Die Proben wurden mit dem angegebenen VF
mit nuklease-freiem Wasser verdiinnt, um die DNA-Konzentration Cyerdannt(DNA) zu erreichen. Das Volumen V der DNA-Proben
der Zelllinien enthalt eine DNA-Masse von 200 ng. Die Proben wurden mit nuklease-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen
von 11 plL ergdnzt und fir den PCR-Ansatz zur Amplifikation des Zielgens von smRC1 eingesetzt. Fiir die nachfolgende
Aufreinigung wurde das Volumen der PCR-Produkte V(PCR) der Zelllinien anhand der Ergebnisse der zuvor durchgefiihrten
Gelelektrophorese gewahlt.

Nr. |Zelllinie |P |c(DNA), ng/uL | V(DNA), pL | V(PCR), pL
1|SCR Pool 4 46,649 4,29 10
2 | KO Pool 4 247,203 0,81 10
3|SCRE 5 24,875 8,04 8
41KOI 6 56,320 3,55 5

Tabelle 14: DNA-Proben der Zelllinien Alex/PLC CRISPR/Cas9. Die DNA der Proben der angegebenen Passage P wurde
extrahiert und mittels Nano Drop wurde die Konzentration ¢(DNA) bestimmt. Die Proben wurden mit dem angegebenen VF
mit nuklease-freiem Wasser verdiinnt, um die DNA-Konzentration Cyerdannt(DNA) zu erreichen. Das Volumen V der DNA-Proben
der Zelllinien enthalt eine DNA-Masse von 200 ng. Die Proben wurden mit nuklease-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen
von 11 plL erganzt und fir den PCR-Ansatz zur Amplifikation des Zielgens von smRC1 eingesetzt. Fiir die nachfolgende
Aufreinigung wurde das Volumen der PCR-Produkte V(PCR) der Zelllinien anhand der Ergebnisse der zuvor durchgefiihrten
Gelelektrophorese gewéhlt. Zusatzlich zu den Proben des KO-Versuches wurde eine DNA-Probe der Zelllinie Alex/PLC von der
AG von Felden zur Verfligung gestellt. Die Probe umfasste 2 Millionen Zellen, wurde am 31.08.2023 genommen und am
14.09.2023 wurde die DNA isoliert. Seitdem wurde sie bei -20 °C gelagert.

Nr. | Zelllinie |P |c(DNA), ng/pL |VF | cverdinnt(DNA), ng/pL | V(DNA), uL | V(PCR), pL
5| SCR Pool 2 58,459 1 58,459 3,42 5
6 | KO Pool 2 98,792 1 98,792 2,02 5
7/SCRO 5 41,353 1 41,353 4,84 5
8 |SCR P 5 159,123 1 159,123 1,26 5
9|SCRA 5 105,427 1 105,427 1,90 5

10(KO 1 5 187,773 1 187,773 1,07 5
11| KO 2 5 222,586 3 74,195 2,70 5
12| KO 3 5 143,124 1 143,124 1,40 5
13|KO 4 4 114,486 1 114,486 1,75 5
14| KO 5 5 264,697 3 88,232 2,27 8
15|KOL 5 176,381 1 176,381 1,13 8
16 |KO 6 5 233,078 3 77,693 2,57 5
17|KO 7 5 348,676 3 116,225 1,72 8
18| KO 8 5 313,012 3 104,337 1,92 5
19|KOT 5 128,759 1 128,759 1,55 8
20| KO | 5 329,732 3 109,911 1,82 10
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Nr. | Zelllinie |P |c(DNA), ng/pL |VF | cverdiinnt(DNA), ng/uL | V(DNA), uL | V(PCR), pL
21|KO9 5 195,239 1 195,239 1,02 5
22| KOE 6 213,138 3 71,046 2,82 8
23| KO 10 6 134,681 1 134,681 1,48 5
24| Alex/PLC | 2 416,000 3 138,667 1,44 5

Tabelle 15: DNA-Proben der Zelllinien Hep 3B CRISPR/Cas9. Die DNA der Proben der angegebenen Passage P wurde
extrahiert und mittels Nano Drop wurde die Konzentration ¢c(DNA) bestimmt. Die Proben wurden mit dem angegebenen VF
mit nuklease-freiem Wasser verdiinnt, um die DNA-Konzentration Cyerdannt(DNA) zu erreichen. Das Volumen V der DNA-Proben
der Zelllinien enthalt eine DNA-Masse von 200 ng. Die Proben wurden mit nuklease-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen
von 11 plL ergédnzt und fir den PCR-Ansatz zur Amplifikation des Zielgens von smRC1 eingesetzt. Fiir die nachfolgende
Aufreinigung wurde das Volumen der PCR-Produkte V(PCR) der Zelllinien anhand der Ergebnisse der zuvor durchgefiihrten
Gelelektrophorese gewahlt.

Nr. |Zelllinie |P |c(DNA), ng/uL |VF |cverdinnt(DNA), ng/uL | V(DNA), uL | V(PCR), pL
25| SCR Pool 3 75,721 1 75,721 2,64 10
26 | KO Pool 3 83,532 1 83,532 2,39 10
27 | KO A 5 213,725 3 71,242 2,81 5
28 | KO L 5 138,919 1 138,919 1,44 5
29| KO 1 3 542,725 3 180,908 1,11 5
30| KO M 3 196,926 1 196,926 1,02 10
31|KOC 5 179,107 1 179,107 1,12 10
32|KO 2 5 96,155 1 96,155 2,08 5
33|KO 3 4 78,735 1 78,735 2,54 5
34| KOY 4 148,818 1 148,818 1,34 5
35/KO 4 4 75,464 1 75,464 2,65 5
36| KOH 4 94,288 1 94,288 2,12 8
37| KOE 3 104,514 1 104,514 1,91 8
38| KOS5 4 120,304 1 120,304 1,66 8
39|SCR 1 5 111,085 1 111,085 1,80 5
40|SCR 2 5 104,157 1 104,157 1,92 5

4.5.1.) Probenahme

Die Zellen wurden, wie in Kapitel 4.1.) Zellkultur beschrieben, gelost. Fir die DNA-
Sequenzierung wurde von jeder Zelllinie ein vollstandig bewachsenes Well einer 6-Well-Platte
verwendet. Die Zellsuspension wurde fiir 5 min bei 500 rcf zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und das Zellpellet in PBS resuspendiert, bevor es erneut zentrifugiert wurde.
Erneut wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet wurde in 200 pL PBS resuspendiert.
Die Proben wurden anschlieRend bei -20 °C eingefroren oder direkt weiterverarbeitet.

4.5.2.) DNA-Extraktion

Fiir die DNA-Extraktion wurde das QlAamp DNA Mini Kit verwendet. Einer Probe wurden 20 L
Proteinase K und 200 pL Puffer AL hinzugefiigt. Nach 15 s mischen mit dem Vortexmischer,
wurde die Probe 10 min bei 56 °C inkubiert und anschliefend kurz herunterzentrifugiert. Es
wurden 200 pL 99,9 % Ethanol hinzugefugt und nach 15 s mischen mit dem Vortexmischer
wurde die Probe erneut herunterzentrifugiert, bevor sie auf die QlAamp Mini Spin Saule in
einem 2 mL Reaktionsgefald gegeben wurde. Die Sdule wurde 1 min bei 6 000 rcf zentrifugiert.
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Der Durchfluss wurde verworfen und es wurden 500 uL AW1 Puffer auf die Sdule gegeben.
Nach einer Zentrifugation bei 6 000 rcf wurde der Durchfluss erneut verworfen und 500 pL
AW?2 Puffer auf die Sdule gegeben. Die Sdule wurde fir 3 min bei 20 000 rcf zentrifugiert und
anschlieend in einem neuen Reaktionsgefall erneut fir 1 min zentrifugiert. AnschlieRend
wurde die Sdule in ein 1,5 mL Reaktionsgefald Gberfiihrt und die Membran wurde mit 100 pL
AE Puffer bedeckt. Nach einer Inkubationszeit von 1 min wurde die Saule fir 1 min bei
6 000 rcf zentrifugiert, wobei die Probe eluiert wurde.

4.5.3.) Quantifizierung

Die DNA-Konzentration des Durchflusses wurde mittels Nano Drop bestimmt. Als Blank wurde
1 uL nuklease-freies Wasser verwendet und es wurde je 1 pL der Probe gemessen. Zusatzlich
zu den Proben des KO-Versuches wurde eine DNA-Probe der Zelllinie Alex/PLC von der AG von
Felden zur Verfligung gestellt. Die Probe umfasste 2 Millionen Zellen, wurde am 31.08.2023
genommen und am 14.09.2023 wurde die DNA isoliert. Seitdem wurde sie bei -20 °C gelagert.

4.5.4.) PCR

Zur Amplifikation der Ziel-Region von smRC1 wurde eine PCR durchgefiihrt. Die Primer wurden
von der AG von Felden speziell flir smRC1 designt. Daflir wurde jeweils die Sequenz von dem
Anfang und dem Ende der DNA-Sequenz von smRC1 verwendet. Der Forward-Primer ist in 5'-
3’-Richtung, der Reverse-Primer in 3’-5’-Richtung designt. Die Tabelle 16 zeigt die Sequenzen
der beiden Primer.

Tabelle 16: Primer fiir die Amplifikation von smRC1. Die Primer fiir die PCR wurden von der AG von Felden designt. Dabei
wurde die Anfangs- und die Endsequenz von dem Gen fiir smRC1 verwendet, um den gesamten Abschnitt amplifizieren zu
konnen. Der Forward-Primer ist in 5’-3"-Richtung, der Reverse-Primer in 3’-5"-Richtung designt. Beide Primer haben eine
Stoffmengenkonzentration ¢ von 10 puM.

Primer Sequenz ¢, UM
smRC1 Forward | CTGAGAGTTCCCATTTCTGAGC 10
smRC1 Reverse | ATAAAACCAAGCAAAAGCATCC | 10

Dafiir wurde zuerst der Master Mix hergestellt. Verwendet wurden die Reagenzien, wie in
Tabelle 17 angegeben, hochgerechnet auf die Anzahl der Proben.

Tabelle 17: Ansatz des Master Mixes fiir die PCR zur Amplifikation der Ziel-Region von smRC1. Das Volumen V ist fir eine
Probe angegeben und wurde fiir den Ansatz entsprechend der Anzahl der Proben angepasst. Die beiden Primer wurden von
der AG von Felden designt.

Name V(1X), pL

DreamTaq Green PCR Master Mix 2X 12,5
Primer Forward 0,75
Primer Reverse 0,75

Die Proben wurden mit dem angegebenen VF mit nuklease-freiem Wasser verdiinnt, um eine
geeignete Konzentration cverdinnt(DNA) zu erreichen. Die PCR-Proben wurden mit einer Masse
von 200 ng DNA angesetzt. Zur Berechnung der bendtigten Volumina V(DNA) wurde die
Gleichung 3 verwendet. Die Proben wurden mit nuklease-freiem Wasser zu einem
Gesamtvolumen von 11 pl erganzt.

27



Hochschule flir Angewandte Wissenschaften Hamburg

m(DNA)
V(DNA) = —C(DNA)
Mit:
V(DNA) := Bendétigtes Volumen der DNA-Probe, pL
m(DNA) := Eingesetzte DNA-Masse = 200 ng

c(DNA) := DNA-Konzentration der Probe, ng/uL

Gleichung 3

Fiir die PCR wurden je 14 pyL Master Mix und 11 pL verdiinnte Probe gemischt. Die Tabelle 18
zeigt die Phasen des verwendeten PCR-Programms.

Tabelle 18: Phasen der PCR zur Amplifikation des Zielgens von smRC1.

Phase Zeit, min | Temperatur, °C | Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 3 95 1
Denaturierung 0,5 95

Primerhybridisierung 0,5 56 35
Elongation 1 72

Finale Elongation 5 72 1
Kihlung 4 oo -

4.5.5.) Gelelektrophorese

Die PCR-Produkte wurden mittels Gelelektrophorese analysiert. So konnte liberpriift werden,
ob die Amplifikation erfolgreich war und anhand der Bandenintensitdt konnte die DNA-Menge
abgeschatzt werden. Daflir wurde ein Gel mit TAE-Puffer und 1,5 % Agarose angesetzt. Dem
Gel wurden auRerdem 1 plL Gel Stain pro 20 mL Ansatz hinzugefiigt. Dabei handelt es sich um
einen Fluoreszenzfarbstoff, der an die DNA bindet und so die Detektion méglich macht. Das
Gel wurde etwa eine Stunde vor der Verwendung angesetzt. Das Gel wurde in den Tank gelegt,
welcher mit TAE-Puffer gefillt wurde. Zur Beladung des Gels wurden je 5 uL Probe und 5 pL
Marker verwendet. Die Elektrophorese wurde fiir 40 bis 50 min bei 4 °C und einer Spannung
von 50 Volt durchgefiihrt. Nach der Auftrennung fand die Detektion an dem Imaging-System
statt. Abbildung 13 zeigt die erwarteten Banden des verwendeten DNA-Markers.

DNA Mass
(ng/5pl)

Base Pairs

Abbildung 13: Banden des DNA-Markers. Es wurde die DirectLoad Plus 100 bp DNA Ladder verwendet. Die Bande von smRC1

wird auf Héhe der roten Markierung bei einer GréRe von 280 bp erwartet. (httpsi//www.merckmillipore.com/DE/de/product/DirectLoad-Plus-100bp-
DNA-Ladder,MM_NF-DPLUS-100)
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4.5.6.) Aufreinigung der PCR-Produkte

Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe des CleanUp-Kits aufgereinigt und so von Uberschissigen
Primern, Nukleotiden, Enzymen oder anderen Bestandteilen der PCR-Reaktion befreit. Dafiir
wurde anhand der Ergebnisse aus Kapitel 4.5.5.) Gelelektrophorese das bendétigte Volumen
der PCR-Produkte V(PCR), abhangig von der Intensitdt der Bande zwischen 5 uL und 10 uL
bestimmt. Hierflr wurden bereits etablierte Ergebnisse der AG von Felden als Grundlage
genutzt.

Die Proben wurden entsprechend mit TE-Puffer zu einem Gesamtvolumen von 100 uL erganzt.
AnschlieBend wurden 500 pL Binding Puffer hinzugefiigt, die Probe wurde auf die Saule
geladen und fir 1 min zentrifugiert. Wahrend der Aufreinigung wurden alle Zentrifugationen
bei 16 000 rcf durchgefiihrt. Der Durchfluss wurde verworfen und es wurden zwei
Waschschritte mit 200 uL Waschpuffer und anschlielender Zentrifugation von 1 min
durchgefiihrt. AbschlieBend wurde die Saule auf ein 1,5 mL Reaktionsgefald gesteckt und es
wurden 10 uL Elutionspuffer auf die Matrix der Sdule gegeben. Nach einer Inkubationszeit von
1 min wurde die DNA mittels 1 min Zentrifugation eluiert.

4.5.7.) Sequenzierung

Fiir die Sequenzierung wurde der TubeSeq Supreme Sequencing Service von der Firma
Eurofins Genomics genutzt. Es wurde ein Sanger Sequencing in Tubes durchgefiihrt. Die
eingesendeten Proben enthielten die aufgereinigten PCR-Produkte mit einer Lange von etwa
280 bp, fur die von der Firma eine ungefahre Konzentration von 5 ng/uL gewiinscht wird. Die
Proben wurden mit einem Volumen von 20 plL versendet.'®

Vor der Einsendung wurde die aufgereinigte Probe mit nuklease-freiem Wasser und einem VF
von 10 verdiinnt, um eine Konzentration von 1 bis 10 ng/uL zu erreichen. Die Proben wurden
mit den entsprechenden Barcodes versehen und versendet. Zusatzlich wurden die in der PCR
verwendeten Primer in einer Konzentration von 10 pmol/ul versendet, um die Sequenzierung
zu ermoglichen.

4.6.) Untersuchung der Genexpression
Die speziell fir die Untersuchung der Genexpression verwendeten Materialien sind in Tabelle
19 aufgelistet.

Tabelle 19: Verwendete Materialen fiir die Untersuchung der Genexpression.

Name Hersteller

High Capacity cDNA Reverse Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific
Transkription Kit

MicroAmp Optical 96-Well Reaction Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific
Plate

miRNeasy Micro Kit (50) Qiagen

Tagman Fast Advanced Master Mix Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific
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Name Hersteller

Tagman MicroRNA Reverse Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific
Transkription Kit

Tagman Primer GAPDH Applied Biosystems by Thermo Fischer Scientific

Fiir die Untersuchung der Genexpression wurde die RNA aus den Zellen extrahiert und mittels
cDNA-Synthese auf die RT-qPCR vorbereitet. Anhand der Ergebnisse der RT-qPCR konnte die
relative Genexpression von smRC1 der Kontroll-Zelllinien und der smRC1-KO-Zelllinien
bestimmt werden. Die Genexpression wurde in zwei Durchldufen separat untersucht. In
Tabelle 20 und Tabelle 21 sind die Ansdtze von Durchlauf 1/2 der Zelllinien Alex/PLC und
Hep 3B zu finden.

Tabelle 20: RNA-Proben der Zelllinien Alex/PLC CRISPR/Cas9 in Durchlauf 1/2. Die RNA der Proben der angegebenen
Passage P wurde extrahiert und mittels Nano Drop quantifiziert (c(RNA)). Fiir die nachfolgende reverse Transkription wurde
die Probe 5 mit einem VFgr von 2 verdiinnt, wodurch die verwendete Konzentration bei cyerdinnt(RNA)=368,838 ng/uL lag. Fir
die reverse Transkription der sRNA wurde das Volumen V(sRNA) fir die RNA-Masse m(sRNA) berechnet und nach der
Transkription wurde die cDNA mit dem VF(sRNA) verdinnt. Fiir die reverse Transkription der mRNA wurde das Volumen
V(mRNA) fur die RNA-Masse m(mRNA)=500 ng berechnet und nach der Transkription mit einem VF(mRNA) von 5 verdinnt.

Nr. |Zelllinie [P |c(RNA), ng/uL | m(sRNA), ng | V(sRNA), uL | VF(sRNA) | V(mRNA), uL
1|SCRO 10 108,731 100 0,92 2 4,60
2|SCRP 10 249,842 500 2,00 10 2,00
3|SCRA 10 59,614 100 1,68 2 8,39
4|KOL 9 63,697 100 1,57 2 7,85
5(KO I 8 737,676 500 1,36 10 1,36

Tabelle 21: RNA-Proben der Zelllinien Hep 3B CRISPR/Cas9 in Durchlauf 1/2. Die RNA der Proben der angegebenen Passage
P wurde extrahiert und mittels Nano Drop quantifiziert (c(RNA)). Fur die reverse Transkription der sSRNA wurde das Volumen
V(sRNA) fur die RNA-Masse m(sRNA)=100 ng berechnet, wobei bei der Probe 10 m(sRNA)=250 ng eingesetzt wurde. Nach der
Transkription wurde die cDNA mit dem VF(sRNA)=2 verdiinnt, wobei der VF(sRNA) fiir Probe 10 bei 5 lag. Fiir die reverse
Transkription der mRNA wurde das Volumen V(mRNA) fir die RNA-Masse m(mRNA) berechnet und nach der Transkription
mit dem VF(mRNA) verdiinnt

Nr. | Zelllinie |P |c(RNA), ng/uL | V(sRNA), uL | m(mRNA), ng | V(mRNA), uL | VF(mRNA)
6|SCRA 9 29,454 3,40 250 8,49 2,5
7|SCRL 9 23,537 4,25 100 4,25 1
8|KOC 8 66,250 1,51 500 7,55 5
9/KOM 7 27,835 3,59 250 8,98 2,5

10| KOY 7 79,735 3,14 500 6,27 5

Die Ansatze fur Durchlauf 2/2 sind in Tabelle 22 und Tabelle 23 aufgelistet.

Tabelle 22: RNA-Proben der Zelllinien Alex/PLC CRISPR/Cas9 in Durchlauf 2/2. Die RNA der Proben der angegebenen
Passage P wurde extrahiert und mittels Nano Drop quantifiziert (c(RNA)). Mit einem VF von 20 wurde die verwendete
Konzentration cyerdinnt(RNA) erreicht. Flr die reverse Transkription wurde das Volumen V(RNA) fir die RNA-Masse
m(RNA)=500 ng berechnet. Fir die nachfolgende RT-gPCR wurde die cDNA der sSRNA mit einem VF von 10 und die cDNA der
mMRNA mit einem VF von 5 verdiinnt.

Nr. |Zelllinie |P |c(RNA), ng/uL | cverdinnt(RNA), ng/pL | V(RNA), pL
1|SCRO 11 5196,010 259,801 1,92
2|SCRP 11 5267,910 263,396 1,90
3|SCRA 11 5098,440 254,922 1,96
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Nr. |Zelllinie |P |c(RNA), ng/uL | cverdinnt(RNA), ng/uL | V(RNA), pL
4| KO L 10 5071,830 253,592 1,97
5(KO I 9 5240,170 262,009 1,91
6|KOT 9 5220,160 261,008 1,92
7/KOT 9 4572,360 228,618 2,19
8|KOE 9 4550,620 227,531 2,20
9|KOE 9 5289,050 264,453 1,89

Tabelle 23: RNA-Proben der Zelllinien Hep 3B CRISPR/Cas9 in Durchlauf 2/2. Die RNA der Proben der angegebenen Passage
P wurde extrahiert und mittels Nano Drop quantifiziert (c(RNA)). Mit dem VFgr wurde die verwendete Konzentration
Cverdinnt(RNA) erreicht. Flr die reverse Transkription wurde das Volumen V(RNA) fiir die RNA-Masse m(RNA)=500 ng
berechnet. Fiir die nachfolgende RT-qPCR wurde die cDNA der sRNA mit einem VF von 10 und die cDNA der mRNA mit einem
VF von 5 verdlnnt.

Nr. |Zelllinie [P |c(RNA), ng/uL |VFrr | cCverdinnt(RNA), ng/uL | V(RNA), pL
10|SCR A 10 3172,450 20 158,623 3,15
11|SCRL 10 2896,450 10 289,645 1,73
12| KO C 9 2283,820 10 228,382 2,19
13| KO H 9 4280,390 20 214,020 2,34
14 |KOH 9 3783,050 20 189,153 2,64
15|KOE 9 3007,560 10 300,756 1,66
16 |[KOE 9 3779,680 20 188,984 2,65
17|KOM 8 3993,510 20 199,676 2,50
18| KOY 8 3957,830 20 197,892 2,53

4.6.1.) Probenvorbereitung

Die Zellen wurden wie in Kapitel 4.1.) Zellkultur beschrieben gel6st und die Zellsuspension
wurde in ein ReaktionsgefaR tGberfiihrt. Fir die RNA-Extraktion aus kultivierten Zellen wurde
eine vollstandig bewachsene Petrischale mit einem Durchmesser von 10 cm verwendet.

Die ReaktionsgefdRe mit den Zellsuspensionen wurden fiir 5 min bei 500 rcf zentrifugiert.
AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 1000 pL PBS resuspendiert.
Die ReaktionsgefdaRe wurden erneut fiir 5 min bei 500 rcf zentrifugiert und der Waschvorgang
wurde ein zweites Mal durchgefiihrt. Der Uberstand wurde wieder abgenommen und das
Pellet in 700 uL Trizol resuspendiert. Die Proben wurden bis zur Verwendung bei -20 °C
gelagert.

4.6.2.) RNA-Extraktion

Die Probe wurde aufgetaut und 140 pL Chloroform wurden hinzugefiigt. Nach 15 s kraftigem
Schitteln und 2 min Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde das ReaktionsgefaR fir
15 min bei 12 000 rcf bei 4 °C zentrifugiert. Die Probe trennte sich in zwei Phasen. Die obere,
durchsichtige Phase wurde in ein neues 1,5 mL Reaktionsgefall tiberfiihrt und mit 525 plL
99,9 % Ethanol gemischt. 700 pL des Gemisches wurden in die RNeasy MinElute spin Saule
gegeben und fir 30 s bei 8000 rcf bei Raumtemperatur zentrifugiert. Dieser Schritt wurde mit
dem Rest der Probe wiederholt, wobei der Durchfluss jeweils verworfen wurde.

31



Hochschule flir Angewandte Wissenschaften Hamburg

Es wurden 700 puL RWT Puffer auf die Saule pipettiert und fiir 30 s bei 8000 rcf zentrifugiert.
Dieser Schritt wurde mit 500 uL RPE Puffer wiederholt, wobei der Durchfluss jeweils
verworfen wurde. Um die Membran zu waschen, wurden 500 pL 80 % Ethanol auf die Saule
pipettiert und flr 2 min bei 8000 rcf zentrifugiert. Die Sdule wurde auf einem neuen 2 mL
Reaktionsgefal platziert und fir 5 min bei der hochsten Geschwindigkeit von etwa 21 000 rcf
zentrifugiert, um die Membran zu trocknen. AnschlieBend wurde die Sdule erneut auf einem
neuen 1,5 mL ReaktionsgefaR platziert. Die Matrix wurde mit 14 pL RNase-freiem Wasser
benetzt und fiir 1 min bei héchster Geschwindigkeit zentrifugiert. So konnten etwa 12 plL
Probe eluiert werden.

4.6.3.) Quantifizierung
Zur Bestimmung der RNA-Konzentration ¢(RNA) wurde der Nano Drop verwendet. Als Blank
wurde 1 pL RNase freies Wasser verwendet und es wurde je 1 pL der Probe gemessen.

4.6.4.) Reverse Transkription

Es wurden zwei reverse Transkriptionen durchgefiihrt. Flir die Analyse von smRC1 wurde die
cDNA-Synthese der sRNA unter Verwendung von smRC-spezifischen Primern durchgefihrt.
Fir die Analyse des Housekeeping Gens GAPDH wurde die mRNA jeder Probe in cDNA
transkribiert.

4.6.4.1.) Kleine RNA

Fir die reverse Transkription der sSRNA wurde das Tagman MicroRNA Assay verwendet. Es
wurde 1 pL des RT-Primers in einem Gesamtvolumen von 100 uL TE-Puffer angesetzt. Der
verdlinnte Primer konnte fiir 2 Monate bei -20 °C gelagert und fiir die Reaktionen verwendet
werden. Der Ansatz des Master Mixes wurde, wie in Tabelle 24 angegeben, entsprechend der
Anzahl der Proben berechnet und angesetzt.

Tabelle 24: Ansatz des Master Mixes fiir die PCR zur smRC1-spezifischen cDNA-Synthese der sRNA. Das Volumen V ist fir
eine Probe angegeben und wurde fiir den Ansatz entsprechend der Anzahl der Proben angepasst.

Name V(1X), pL

RT Primer 6
10X RT Puffer 1,5
dNTPs mit dTTP 0,3
Rnase Inhibitor 0,19
MultiScribe Reverse Transkriptase 3

Die benotigten Volumina V(RNA) der RNA-Proben wurden mittels Gleichung 4 berechnet.
m(RNA)
V(RNA) = ——— Gleichung 4
( ) C(RNA) eichung
Mit:
V(RNA) := Bendtigtes Volumen der RNA-Probe, pL
m(RNA) := Eingesetzte RNA-Masse, ng

c(RNA) := RNA-Konzentration der Probe, ng/uL
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Die Proben wurden mit nuklease-freiem Wasser auf ein Volumen von 4,01 plL erganzt und fir
die Reaktion mit 10,99 uL Master Mix gemischt. Die Probe wurde kurz zentrifugiert und nach
einer Inkubation von 5 min auf Eis wurde das Programm, wie in Tabelle 25 dargestellt,
gestartet.

Tabelle 25: Phasen der PCR zur smRC-spezifischen cDNA-Synthese der sRNA.

Phase Zeit, min Temperatur, °C
Primerhybridisierung | 30 16

Elongation 30 42
Enzym-Inaktivierung | 5 85

Kihlung oo 4

Nach dem AbschlieBen des Programms wurden die Proben mit nuklease-freiem Wasser
verdinnt, wobei der VF fiir eine eingesetzte RNA-Menge von m(RNA)=500 ng bei 10 lag, und
bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.

4.6.4.2.) mRNA

Fir die Reverse Transkription der mRNA wurde das High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit verwendet. Der Master Mix wurde, wie in Tabelle 26 angegeben, entsprechend der Anzahl
der Proben berechnet und angesetzt.

Tabelle 26: Ansatz des Master Mixes fiir die PCR zur cDNA-Synthese der mRNA. Das Volumen V ist fiir eine Probe angegeben
und wurde fir den Ansatz entsprechend der Anzahl der Proben angepasst.

Name V(1X), pL

10X RT Puffer 2
10X RT Random Primer 2
25X dNTP Mix 0,8
MultiScribe Reverse Transkriptase 1

Flr die Reaktion wurden die gleichen Volumina V(RNA) wie fir die cDNA-Sythese der sRNA
eingesetzt. Die Proben wurden mit nuklease-freiem Wasser auf ein Volumen von 14,20 plL
erganzt und fir die Reaktion mit 5,80 uL Master Mix gemischt. Nach einer kurzen
Zentrifugation der Proben wurde das Programm, wie in Tabelle 27 angegeben, gestartet.

Tabelle 27: Phasen der PCR zur cDNA-Synthese der mRNA.

Phase Zeit, min Temperatur, °C
Primerhybridisierung | 10 25

Elongation 120 37
Enzym-Inaktivierung | 5 85

Kihlung oo 4

Nach dem AbschlieBen des Programms wurden die Proben mit nuklease-freiem Wasser mit
verdlinnt, wobei der VF fiir eine eingesetzte RNA-Menge von m(RNA)=500 ng bei 5 lag, und
bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.
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4.6.5.) RT-qPCR

Mittels der RT-qPCR wurde die Expression von smRC1 untersucht. Dabei wurde GAPDH als
Referenz verwendet. Der Primer fliir smRC1 wurde von der AG von Felden anhand der
Konsensussequenz designt. Die Target-Sequenz des Primers lautet:
UUGUCCUCUUCUUAACACC. Der Master Mix wurde, wie in Tabelle 28 angegeben,
entsprechend der Anzahl der Proben fiir die beiden verwendeten Primer angesetzt.

Tabelle 28: Ansatz des Master Mixes fiir die RT-gPCR. Der Master Mix wurde fir die beiden verwendeten Primer
entsprechend der Anzahl der Proben angesetzt. Gemessen wurden GAPDH als Referenz und smRC1 als Ziel-Region.

Name V(1X), pL

Tagman Fast Advanced Master Mix 2X 5
Nuklease-freies Wasser 3,5
Tagman Primer 0,5

In die Wells der 96-Well-PCR-Platte wurden je 9 uL Master Mix und 1 pyL der verdiinnten
Proben pipettiert. Die cDNA der mRNA wurde mit dem Primer fir GAPDH gemessen und die
cDNA der sRNA mit dem Primer fir smRC1. Das Programm wurde, wie in Tabelle 29
angegeben, durchlaufen.

Tabelle 29: Programm fiir die RT-qPCR.

Phase Zeit, s | Temperatur, °C | Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung und Polymerase- 20 95 1

Aktivierung

Denaturierung 2 95 40
Primerhybridisierung und Elongation 20 60

In der Auswertung der RT-gPCR wurde die relative Genexpression mit der 2~(22CT)_Methode
bestimmt. Der Cr-Wert gibt den PCR-Zyklus an, in dem das Signal der Probe den Schwellenwert
Uberschreitet. Je niedriger der Wert, desto friiher wurde der Schwellenwert erreicht, desto
héher die urspriinglich vorhandene Menge des Zielgens.?°

Jede Probe wurde in Doppelbestimmung gemessen und fir die Auswertung wurden zunachst
die Mittelwerte der Cr-Werte von smRC1 und GAPDH der Proben berechnet. Anhand dieser
wurde die Normalisierung mittels Gleichung 5 vorgenommen.

ACr = Crsmrci — Cr,gpapn Gleichung 5
Mit:
ACy := Normalisierter Cr-Wert
Crsmre1 := Mittlerer Cr-Wert der Messung von smRC1
CrcpapH := Mittlerer Cr-Wert der Messung von GAPDH

Von den Werten der Kontrollzelllinien SCR wurde ein Mittelwert bestimmt, der als
Vergleichswert fir die Expression in den KO-Zelllinien genutzt wurde. Die normalisierten
Werte wurden mittels Gleichung 6 verglichen.
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AACT = ACT,KO - ACT,SCR Gleichung 6
Mit:
AACr := Differenz zwischen den normalisierten Cr-Werten
ACt o := Normalisierter Cr-Wert der KO-Zelllinie
ACr scr := Mittelwert der normalisierten Cr-Wert der Kontroll-Zelllinien SCR

Mittels Gleichung 7 wurde die relative Quantifizierung RQ durchgefiihrt und so die relative
Expression von smRC1 bestimmt.

RQ = 27(44C1) . 100 Gleichung 7
Mit:
RQ:= Relative Expression, %

Ist die RQ > 100, ist die Expression des Ziel-Gens in der KO-Zelllinie hoher, als in der Kontroll-
Zelllinie. Diese Werte wurden fiir jede Probe einzeln berechnet. Fiir jede Zelllinie wurde die
RT-gPCR zwei Mal durchgefiihrt und abschlieBend wurden mittels des Programmes GraphPad
Prism die Mittelwerte und Standardabweichungen der Doppelbestimmungen der Zelllinien
berechnet.

4.7.) Kolonie-Bildungs-Assay
Die speziell fir den Kolonie-Bildungs-Assay verwendeten Materialien sind in Tabelle 30
aufgelistet.

Tabelle 30: Verwendete Materialen fiir den Kolonie-Bildungs-Assay.
Name Hersteller

Kristallviolett-Losung, 1 % | Sigma Aldrich

Der Kolonie-Bildungs-Assay dient der Uberpriifung, ob die Zelllinien nach der Transduktion
langfristig Uberlebensfihig sind und einzelne Zellen in der Lage sind Kolonien zu bilden.?
Zusatzlich wurde das Wachstum der Kontrollzelllinien SCR mit dem der smRC1-KO-Zelllinien
verglichen. Daflir wurden die Zellen wie in Kapitel 4.1.) Zellkultur beschrieben gel6st und die
Zellzahl wurde bestimmt. Es wurden von jeder Zelllinie 1 500 Zellen in je ein Well einer 6-Well-
Platte ausgesat. Die Platten wurden fiir eine Woche in den Inkubator gestellt.

Nachdem die Kolonien angewachsen waren, wurde das Kulturmedium entfernt, die Zellen mit
PBS gewaschen und mit 70 % Ethanol fir 10 min fixiert. Anschlieend wurden die Wells an der
Luft getrocknet, bevor die Zellen mit 0,1 % Kristallviolett in 20 % Methanol fiir 15 min gefarbt
wurden. Nach dem Farben wurden die Zellen mit deionisiertem Wasser gewaschen und an
der Luft getrocknet. Die Wells wurden mit dem iBright-System dokumentiert.

In der Auswertung wurde die Grauwert-Intensitdt der einzelnen Wells mittels des
Programmes ImageJ bestimmt. Daflir wurde eine Region of Interest (ROI) in der GréRe eines
Wells definiert. Mittels dieser wurden die mittlere Pixel-Intensitdat der Wells bestimmt. Fir
jede Platte wurde ein leeres Well als Blank genutzt. Die Graustufen von Imagel reichen von
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Schwarz, was einem Wert von 0 entspricht, bis Weil§, was einem Wert von 255 entspricht.
Mittels Gleichung 8 wurde die invertierte Pixel-Intensitat berechnet.

Linvertiert = 255 = Iermittelt Gleichung 8

Mit:
linvertiert ;= Invertierte Pixel-Intensitat
lermittelt := Ermittelte Pixel-Intensitat

Aus den Werten der Kontroll-Zelllinien wurde jeweils der Mittelwert bestimmt und mittels
Gleichung 9 wurde die relative Quantifizierung RQ durchgefiihrt und so die relative Pixel-
Intensitat bestimmt.

I iert (KO
RQ — _1nvert1ert( ) 100 Gleichung 9

Iinvertiert(SCR)

Mit:
RQ := Relative Pixel-Intensitat, %

Im Anschluss wurden mittels des Programmes GraphPad Prism die Mittelwerte und
Standardabweichungen der Kontroll-Zelllinien und aller KO-Zelllinien berechnet und ein
Welch’s-t-Test durchgefiihrt. Dabei wurde fiir zwei unabhangige Stichproben mit ungleicher
Varianz getestet, ob sich die Mittelwerte der Kontroll-Gruppe von denen der KO-Gruppe
unterscheiden. Zur Bewertung des p-Wertes wird ein Signifikanzniveau von a=0,05 gewahlt.
Ist der p-Wert < q, ist der Unterschied signifikant, ist der p-Wert >= q, liegt kein signifikanter
Unterschied vor.
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5.) Ergebnisse

5.1.) Entwicklung der Puromycin-Selektion

Fir die Puromycin-Selektion nach der lentiviralen Transduktion wurde die bendétigte
Konzentration mittels einer Dosis-Wirkungs-Kurve bestimmt. Die Konzentrationen, bei denen
die Zellen innerhalb der ersten 48 h starben, wurden fir zu hoch befunden. Die Konzentration,
bei der nach 72 h der Einfluss auf die Zellen sichtbar war, wurde filr die folgenden Versuche
eingesetzt. Bei der Zelllinie SNU-475 wurde eine Puromycin-Konzentration von 0,75 pg/mL mit
einer Zellzahl von anfianglich 15000 Zellen/cm? bestimmt. Fir die Zelllinien Hep 3B und
Alex/PLC wurde eine Zellzahl von 10 000 Zellen/cm? ausgewéhlt. Fir die Hep 3B lag die
ermittelte Puromycin-Konzentration bei 0,25 pg/ulL und fur die Alex/PLC bei 2,50 pg/uL. Diese
Konzentrationen wurden fir die Selektion der Zellen nach der lentiviralen Transduktion
eingesetzt.

5.2.) Isolation der Zell-Klone

Die klonale lIsolation dient der Gewinnung monoklonaler Zelllinien nach der lentiviralen
Transduktion, bei der aus jeder Zelllinie die Pools einer Kontroll-Zelllinie und einer KO-Zelllinie
erstellt wurden. Bei allen drei Zelllinien wurden die Zellen, bei welchen die hohere
Viruskonzentration eingesetzt wurde, nach der Selektion mit Puromycin fiir die klonale
Isolation verwendet. Die Zellen, bei welchen die niedrigere Virus-Konzentration eingesetzt
wurde, wurden verworfen. Der Name der neuen Zelllinie setzt sich aus dem Namen der
Zelllinie, der verwendeten Methode CRISPR/Cas9 und dem Vektor zusammen. Nach der
klonalen lIsolation wurden die isolierten Zell-Klone zu monoklonalen Zelllinien expandiert.
Jede Zelllinie, die mindestens einmal passagiert wurde, wurde dokumentiert. Bei der
Klonierung der Zelllinie SNU-475 in semisolidem Medium konnten zwar einige Kolonien
gepickt werden, allerdings wuchs keine der Kolonien an. Die klonale Isolation der Zelllinien
Alex/PLC und Hep 3B wurde erst spater gestartet und aufgrund dieses Ergebnisses wurde die
Klonierung in semisolidem Medium fir diese Zelllinien nicht durchgefiihrt. Die Anzahl der
erfolgreich isolierten Zell-Klone bei den Methoden der Einzelzellklonierung und des Kolonie-
Pickings sind in Tabelle 31 angegeben.

Tabelle 31: Anzahlen der erfolgreich isolierten Zell-Klone. Es wurden verschiedene Methoden der klonalen lIsolation
durchgefihrt. Die isolierten Zell-Klone wurden zu neuen Zelllinien expandiert, wobei jede Zelllinie, die mindestens einmal
passagiert wurde, dokumentiert wurde. Die Anzahl dieser erfolgreich isolierten Zelllinien, je nach der verwendeten Methode,
ist in der Tabelle angegeben. Nach der Klonierung in semisolidem Medium konnte kein Zell-Klon erfolgreich isoliert werden,
weshalb diese Methode nicht mit aufgefiihrt ist. Die Anzahlgesam: gibt an, wie viele Zell-Klone jeweils unabhangig von der Art
der Isolation, isoliert werden konnten.

Zelllinie Einzelzellklonierung | Kolonie-Picking | Anzahlgesamt

SNU-475 CRISPR/Cas9 SCR 7 4 11
SNU-475 CRISPR/Cas9 smRC1 KO 4 6 10
Alex/PLC CRISPR/Cas9 SCR 24 4 28
Alex/PLC CRISPR/Cas9 smRC1 KO 24 3 27
Hep 3B CRISPR/Cas9 SCR 26 1 27
Hep 3B CRISPR/Cas9 smRC1 KO 16 9 25
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Das Ziel war, von jeder Zelllinie, unabhangig von der Art der Isolation, mindestens zwei Zell-
Klone zu isolieren und als neue Zelllinie zu etablieren. Dieses Ziel wurde erreicht. Die
Uberpriifung des KO mittels DNA-Sequenzierung wurde nicht mit allen Zelllinien durchgefiihrt.
Einige der neuen Zelllinien wuchsen nach einigen Passagen nicht weiter. Sobald eine
ausreichende Anzahl an Zelllinien erreicht wurde, bei der der KO bestatigt werden konnte,
wurden die anderen aussortiert.

5.3.) Amplifikation von smRC1

Die Auswertung der Gelelektrophorese wird im Folgenden beispielhaft an einem Bild erklart.
Die Abbildung 33 zeigt das Bild der Gelelektrophorese der Zelllinien Alex/PLC CRISPR/Cas9
SCR O, SCR P und SCR A.

300 bp
200 bp

Abbildung 14: Ergebnis der Gelelektrophorese LT054. Nach der DNA-Extraktion wurde die DNA quantifiziert und die Ziel-
Region von smRC1 wurde mittels PCR amplifiziert. Fur die Detektion wurden 5 pL Probe und DNA-Marker sowie ein 1,5 %
Agarose Gel verwendet. Die Gelelektrophorese lief fiir 50 min bei 4 °C und 50 Volt. Die Bande von smRCl1 ist wie erwartet auf
einer Hohe von 280 bp zu sehen. Zu sehen sind die Banden folgender Proben: Marker, 1. Alex/PLC CRISPR/Cas9 SCR O, 2.
Alex/PLC CRISPR/Cas9 SCR P, 3. Alex/PLC CRISPR/Cas9 SCR A.

Die Banden der PCR-Produkte nach der Amplifikation der Ziel-Region von smRC1 befinden sich
auf einer Hohe von 280 bp. Fiir die Bestimmung des Volumens fiir die Aufreinigung wurde die
Intensitat der Bande mit der des Markers verglichen. Je intensiver die Bande der Probe ist,
desto hoher die DNA-Konzentration. Von den Proben, deren Banden auf der Abbildung zu
sehen sind, wurden 5 pL in der Aufreinigung verwendet. Die Bilder der Gelelektrophorese
zeigten fir alle Zelllinien die entsprechende Bande, womit festgehalten werden kann, dass bei

allen Zelllinien die Ziel-Region fir smRC1 erfolgreich amplifiziert werden konnte.

5.4.) Charakterisierung der Zelllinien

Fiir die Auswertung der DNA-Sequenzierung wurden die Chromatogramme, die von der Firma
Eurofins Genomics zur Verfligung gestellt wurden, verwendet. Die Ziel-Sequenz fiir den KO
von smRC1 ist: GGTGTTCAGGTGTTAAGAAGAGG. Die End-Sequenz AGG diente dabei als PAM
fiir Cas9, was bedeutet, dass die DNA davor geschnitten worden sein sollte und ab dieser Stelle
sollten die Unterschiede der Basensequenz auftreten. Die Farbe des Peaks in dem
Chromatogramm gibt an, welche Base gemessen wurde.
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Alle gemessenen Basen wurden notiert und anschlieRend wurde die Basensequenz der
Kontroll-Zelllinien SCR mit denen der smRC1-KO-Zelllinien verglichen. Sollten an einer Stelle
mehrere Basen gemessen worden sein, durfte flr eine Abweichung keine der gemessenen
Basen der KO-Zelllinie mit denen der Kontroll-Zelllinie (ibereinstimmen. Die gemessenen
Basen wurden den beiden Allelen zugeordnet. Die Basensequenz der Kontroll-Zelllinien
entsprechen alle dem Wildtyp der urspriinglichen Zelllinie, weshalb die Chromatogramme
verschiedener Kontroll-Zelllinien gleich aussehen. Einige der erzeugten Chromatogramme
werden im Folgenden beispielhaft flr die Auswertung genutzt. Es wird auRerdem nur die
Auswertung der Zelllinien aufgeflihrt, die erfolgreich als Kontroll- oder KO-Zelllinien
charakterisiert werden konnten. Die Chromatogramme aller getesteten Zelllinien sind im
Anhang aufgefuhrt.

5.4.1.) SNU-475 CRISPR/Cas9
Die Abbildung 15 zeigt das Chromatogramm der Kontroll-Zelllinie SNU-475 CRISPR/Cas9 SCR E.
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Abbildung 15: Chromatogramm der Zelllinie SNU-475 CRISPR/Cas9 SCR E. Das Chromatogramm zeigt die Basensequenz der
Kontroll-Zelllinie, begonnen bei der Ziel-Sequenz von smRC1: GGTGTTCAGGTGTTAAGAAGAGG. Die Basensequenz entspricht
der des Wildtypen von SNU-475. Der Farbcode fiir die Basen ist: Adenin (griin), Thymin (rot), Guanin (schwarz), Cytosin (blau).

L} Ll

Anhand des Chromatogramms konnte folgende Basensequenz fiir die beiden Allele bestimmt

werden:
Al .. G G T GTTCAGGTUGTTAAGAAGAGS GATCAATAAATAGTA AA
A2 . G G T G TTTCAGUGTGTTAAGAAGAGS G ACAATA AAATA AGTA AA

Die Basensequenz entspricht auf beiden Allelen der Sequenz von smRC1. Somit wurde die
Zelllinie SNU-475 CRISPR/Cas9 SCR E als Wildtyp charakterisiert und konnte fiir nachfolgende
Versuche als Kontroll-Zelllinie genutzt werden.

Die Abbildung 16 zeigt das Chromatogramm der Zelllinie SNU-475 CRISPR/Cas9 smRC1 I.
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Abbildung 16: Chromatogramm der Zelllinie SNU-475 CRISPR/Cas9 smRC1 I. Das Chromatogramm zeigt die gemessenen
Peaks der Basensequenz der KO-Zelllinie, begonnen bei der Ziel-Sequenz von smRC1: GGTGTTCAGGTGTTAAGAAGAGG. Der
Farbcode fir die Basen ist: Adenin (grin), Thymin (rot), Guanin (schwarz), Cytosin (blau). Die markierte Stelle zeigt einen
Doppelpeak, der durch die Detektion von zwei unterschiedliche Basen an derselben Stelle erzeugt wird.

Die rot markierten Peaks dienen als Beispiele fiir die nachfolgenden Auswertungen. Die
markierte Stelle hat einen schwarzen Peak flir die Base Guanin und einen griinen Peak flir die
Base Adenin. Somit ist auf einem Allel die Base A notiert und auf dem anderen die Base G.

39



Hochschule fir Angewandte Wissenschaften Hamburg

Folgende Basensequenz konnte ermittelt werden:

Al ...GGTGTTCAGGTGTTAAGAGGA|:|GA|T|AAA|T|AATAAAAAAA...

A2 ...GGTGTTCAGGTGTTAAAAAAA|T|AG|A|TAA|L|AGATAGTTGA...

Die abweichenden Basen werden in der Sequenz mit fetten Buchstaben dargestellt. Die
Stellen, an welchen keine der ermittelten Basen auf den Allelen der entsprechenden Base in
der smRC1-Sequenz entspricht, sind durch einen Rahmen markiert. Fiir die Charakterisierung
einer KO-Zelllinie muss mindestens eine Stelle auf beiden Allelen abweichen.

Es konnte jeweils eine SNU-475-Kontroll-Zelllinie und eine SNU-475-KO-Zelllinie
charakterisiert werden. Die Zelllinien wuchsen nach einigen Passagen allerdings nicht weiter
und wurden daher nicht in den nachfolgenden Versuchen genutzt.

5.4.2.) Alex/PLC CRISPR/Cas9
Die Abbildung 17 zeigt das Chromatogramm der Kontroll-Zelllinie Alex/PLC CRISPR/Cas9
SCR O.

A‘A AANAAA AAA/AA/AA- AAAAAA&A\AAAAAAAA AAAL
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Abbildung 17: Chromatogramm der Zelllinie Alex/PLC CRISPR/Cas9 SCR 0. Das Chromatogramm zeigt die Basensequenz der
Kontroll-Zelllinie, begonnen bei der Ziel-Sequenz von smRC1: GGTGTTCAGGTGTTAAGAAGAGG. Der Farbcode fiir die Basen
ist: Adenin (griin), Thymin (rot), Guanin (schwarz), Cytosin (blau).

Das Chromatogramm der Kontroll-Zelllinien zeigt an mehreren Stellen Doppelpeaks. Um dies
zu Uberprifen, wurde die Zelllinie Alex/PLC ebenfalls sequenziert. Das Chromatogramm zeigte
die gleichen Doppelpeaks, weshalb diese als Wildtyp der Zelllinie angenommen werden. Somit
ergibt sich folgende Basensequenz:

AL .. G G T 6T TCAGGT GTTAAGAAGAGG GACAATAAATAGTAAANA .

A2 . T 6 G T GTTCAGGTGTTAAGAAGAGGACAATAAATAGTAAA.

Die Auswertung der Peaks zeigt, dass die Ziel-Sequenz auf beiden Allelen versetzt erkennbar
ist. Auf dem zweiten Allel werden die Buchstaben aufgrund der Versetzung kursiv dargestellt.
Es konnten zwei weitere Zelllinien als Kontroll-Zelllinien charakterisiert werden. Dabei handelt
es sich um die Zelllinien Alex/PLC CRISPR/Cas9 SCR P und Alex/PLC CRISPR/Cas9 SCR A.

In Abbildung 18 ist das Chromatogramm der Zelllinie Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO L dargestellt.

Abbildung 18: Chromatogramm der Zelllinie Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO L. Das Chromatogramm zeigt die Basensequenz der
KO-Zelllinie begonnen bei der Ziel-Sequenz von smRC1: GGTGTTCAGGTGTTAAGAAGAGG. Der Farbcode fur die Basen ist:
Adenin (griin), Thymin (rot), Guanin (schwarz), Cytosin (blau).

40



Hochschule fir Angewandte Wissenschaften Hamburg

Aus dem Chromatogramm der Zelllinie Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO L konnte folgende
Basensequenz ermittelt werden:

Al .. G G T 6 T TCAGGTGTTAAGAAGAAG [;1 A AAAT |G |A T |G |A| A |A AlT

(0]

A2 .. G GGG GTTOCAGG GGG GTAATAAAGAG |T |A A A A T| G| A A |G |A |A |G AlT

]

Fur einen KO muss die Abweichung trotz der Versetzung an der gleichen Stelle auftreten. Die
Sequenz zeigt auf dem dargestellten Abschnitt flinf abweichende Basen auf beiden Allelen.
Somit handelt es sich um eine KO-Zelllinie. Die folgenden Zelllinien konnten alle als KO-
Zelllinien charakterisiert werden.

Die Zelllinie Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO | zeigt in der folgenden Basensequenz eine Abweichung
an zwei Stellen und kann somit als KO-Zelllinie identifiziert werden.

AL .. G G T 66 T TCAGSGTGTTAAGAAGAAGAAA A| Gl A A AAA G| Gl A A A A .

A2 . T AGTTATCAGG GT GTTAGGAAGAAAAA A| C| T AAATA |A| T G G G ..

Die ermittelte Basensequenz der Zelllinie Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO T lautet:

AL . G G T 66T TCAGGT GTTTAGGAGAT |T |A A A AGAMA |G |T A C |A |A A A| GI."

A2 .. T GG TTTCAAGGTGTTT CAGSGTCSGA |C |A ATTAG TI T |A T A LﬂJ G G T| Cl.n

Auch bei der Zelllinie Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO E handelt es sich mit der folgenden
Basensequenz um eine KO-Zelllinie:

Al .. G G T G T T CA G GT GTTAAGTAGAG |A |A G A A A A [;] A G A T (;] A A A A ..

A2 . T G GT GATOCAGSGTGATGAGSGAGA |C |G ATCA C| T| AATA A| G T TG .

Es konnten insgesamt drei Kontroll-Zelllinien und vier KO-Zelllinien der Alex/PLC-Zellen
gewonnen werden.

5.4.3.) Hep 3B CRISPR/Cas9
In Abbildung 19 ist das Chromatogramm der Zelllinie Hep 3B CRISPR/Cas9 SCR A dargestellt.

1 ] L )
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Abbildung 19: Chromatogramm der Zelllinie Hep 3B CRISPR/Cas9 SCR A. Das Chromatogramm zeigt die Basensequenz der
Kontroll-Zelllinie, begonnen bei der Ziel-Sequenz von smRC1: GGTGTTCAGGTGTTAAGAAGAGG. Der Farbcode fiir die Basen
ist: Adenin (griin), Thymin (rot), Guanin (schwarz), Cytosin (blau).

Die bestimmte Basensequenz entspricht auf beiden Allelen der Sequenz von smRC1, womit
die Zelllinie Hep 3B CRISPR/Cas9 SCR A als Kontroll-Zelllinie genutzt werden kann. Die Sequenz
lautet:
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AL .. G G T G TTCAGGTGTTAAGAAGAGG GACAATAAATAGTAAANA

A2 .. G G TGTTCAGGTGTTAAGAAGAGSGACAATAAATAGTAAAA

Mit der Zelllinie Hep 3B CRISPR/Cas9 SCR L konnte eine weitere Kontroll-Zelllinie
charakterisiert werden. Die folgenden Zelllinien konnten als KO-Zelllinie charakterisiert
werden.

Die Basensequenz der Zelllinie Hep 3B CRISPR/Cas9 KO C lautet:

Al ...GGTGTTCAGGTGTTA|CGAAGAATACAATAAATAGTAA|T|A

A2 ...GGTGTTCAGGTGAAGlGAGTAGCATATTATTTATTGTT|G|G

Die Zelllinie Hep 3B CRISPR/Cas9 KO H zeigt schon vor dem PAM AGG erste Abweichungen:

Al ...GGTGTTCAGTGTTTA|G|GA|C|GAGGACAATAAATAGTAAAA

A2 ...GGTGTTCAGACAAAA|G|AG|G|AGTATATGATGTAGTGTGGG

Die Basensequenz der Zelllinie Hep 3B CRISPR/Cas9 KO 2 ist:

Al ...TCT|A|TCTGGAGTTAGCAAAGAGGACAATAAATAGTAAAA...

A2 ...TCT|A|TCTGGAGTTAGCAAAGAGGACAATAAATAGTAAAA...

Die Bestimmung der Basensequenz gestaltete sich aufgrund der friihen Abweichungen als
Herausforderung. Die Zellen zeigten aulRerdem eine abweichende Morphologie im Vergleich
zu den anderen Hep 3B-Zelllinien und wurden daher aussortiert.

Die Basensequenz der Zelllinie Hep 3B CRISPR/Cas9 KO E lautet:

Al ...GGTGTTCAGGlGlGTTAAGAAGACAA|T|AATAAATAG|A|A|T|AA

A2 ...GGTGTTCAAA|T|CAATGACTATCAAlAlATATAGATA|A|T|G|GG...

Fir die Zelllinie Hep 3B CRISPR/Cas9 KO M konnte folgende Basensequenz ermittelt werden:

Al ...GGTGTTCAGGTGTTAAGAlGlGACAA|A|AA|A|AA|G|TAG|A|AGGA
A2 ...GGTGTTCAGGACAATAAA|T|AGTAA|T|AT|G|TA|G|AAA|A|TTGG

Und abschlieRend die Basensequenz der Zelllinie Hep 3B CRISPR/Cas9 KO Y:

Al ...GGTGTTCAGGTGTTAAGAGGAGlAlAmAATmAATAAAATGA

A2 ...GGTGTTCAGGTGTTAAGAGGAClLlAlllAAAlllAGTAAAATGG

Es konnten insgesamt zwei Kontroll-Zelllinien und flnf KO-Zelllinien der Hep 3B-Zellen
gewonnen werden.
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5.5.) Untersuchung der relativen Genexpression

Um zu untersuchen, ob der KO Auswirkungen auf die Expression von smRC1 hat, wurde in zwei
Durchlaufen RT-gPCRs durchgefiihrt. So sollte getestet werden, ob es sich um einen
funktionellen KO handeln kénnte. Dabei wurden von jeder Zelllinie zwei Proben genommen.
Die Abbildung 20 zeigt den Graphen der RT-qPCR 1/2.
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Abbildung 20: Plot der Amplifikation der RT-qPCR 1/2. Der Graph zeigt die Expression von smRC1 (griin) und GAPDH (pink).
Der Threshold wurde automatisch bestimmt.

Die Abbildung 21 zeigt den Graphen des Durchlaufs 2/2.
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Abbildung 21: Plot der Amplifikation der RT-qPCR 2/2. Der Graph zeigt die Expression von smRC1 (griin) und GAPDH (pink).
Der Threshold wurde automatisch bestimmt. Die gestrichelten Expressions-Signaturen wurden aus der Auswertung
ausgeschlossen.

Die in den Abbildungen angegebenen Schwellenwerte wurden automatisch bei der Messung
bestimmt. Die gestrichelten Expressions-Signaturen wurden aus der Auswertung
ausgeschlossen.
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5.5.1.) Alex/PLC CRISPR/Cas9
Die berechneten Werte der RT-qPCR 1/2 sind in Tabelle 32 aufgelistet.

Tabelle 32: PCR-Ergebnisse Alex/PLC CRISPR/Cas9 aus dem Durchlauf 1/2. Die Zelllinien wurden mittels RT-qPCR auf ihre
Genexpression von smRC1 und GAPDH untersucht. Jede Probe wurde in Doppelbestimmung gemessen und fiir die
Auswertung wurden die Mittelwerte Cr der Cr-Werte von smRC1 und GAPDH berechnet. Daraus wurde mittels Gleichung 5
ACy bestimmt.

Nr |Zelllinie |Cr smrct | Cr,capon |ACt
1|[SCRO 22,951| 20,912| 2,038
2|SCRP 23,984| 18,455| 5,530
3|SCRA 25,027 20,700| 4,326
4|KOL 23,521| 18,381| 5,140
5/KO I 22,978| 19,889| 3,089

Die berechneten Werte der RT-qPCR 2/2 sind in Tabelle 32 aufgelistet.

Tabelle 33: PCR-Ergebnisse Alex/PLC CRISPR/Cas9 aus dem Durchlauf 2/2. Die Zelllinien wurden mittels RT-qPCR auf ihre
Genexpression von smRC1 und GAPDH untersucht. Jede Probe wurde in Doppelbestimmung gemessen und fir die
Auswertung wurden die Mittelwerte Cr der Cr-Werte von smRC1 und GAPDH berechnet. Daraus wurde mittels Gleichung 5
ACy bestimmt.

Nr |Zelllinie (_:'r, smRC1 (_:'r, gappH | ACT
1|SCRO 24,424 19,222 | 5,202
2|SCRP 24,035 19,478 | 4,557
3|SCRA 24,197 19,718 | 4,480
4/KOL 24,578 19,906 | 4,673
5/KO | 23,940 19,592 | 4,349
6|KOT 24,638 19,928 | 4,710
7/KOT 23,159 19,469 | 3,690
8|/KOE 23,521 19,800| 3,721
9|KOE 24,129 19,653 | 4,476

Aus den ACr-Werten der Kontroll-Zelllinien wurde der Mittelwert gebildet. Fiir Durchlauf 1/2
liegt dieser bei ACt, scr = 3,965. Dieser Wert wurde mit Gleichung 6 und Gleichung 7 fiir die
relative Quantifizierung genutzt. Die berechneten Werte sind in Tabelle 34 angegeben.

Tabelle 34: Relative Quantifizierung der Zelllinien Alex/PLC CRISPR/Cas9 in Durchlauf 1/2. Mittels Gleichung 6 wurde die

Differenz AACy der KO-Zelllinie und des jeweiligen Kontroll-Pools bestimmt. Mittels Gleichung 7 und ACr, scr = 3,965 wurde
die relative Quantifizierung RQ berechnet. Ist die RQ > 100, ist die Expression des Zielgens in der KO-Zelllinie hoher als in der
Kontroll-Zelllinie.

Zelllinie AACT RQ, %

SCR pool 0,000 100,00
KO L 1,175 44,30
KO | -0,875 183,45

Fir den Durchlauf 2/2 wurde ACr, scr = 4,746 bestimmt und fiir die Berechnungen der Werte
in Tabelle 35 genutzt.
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Tabelle 35: Relative Quantifizierung der Zelllinien Alex/PLC CRISPR/Cas9 in Durchlauf 2/2. Mittels Gleichung 6 wurde die

Differenz AACt der KO-Zelllinie und des jeweiligen Kontroll-Pools bestimmt. Mittels Gleichung 7 und AET, scr = 4,746 wurde
die relative Quantifizierung RQ berechnet. Ist die RQ > 100, ist die Expression des Zielgens in der KO-Zelllinie hoher als in der
Kontroll-Zelllinie.

Zelllinie AACT RQ, %

SCR pool 0,000 100,00
KO L -0,073 105,22
KO I -0,397 131,72
KOT -0,036 102,52
KOT -1,056 207,89
KO E -1,025 203,54
KO E -0,270 120,59

In Abbildung 22 ist die Auswertung der beiden Durchldaufe gemeinsam dargestellt.
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Abbildung 22: Relative Quantifizierung von smRC1 in den Zelllinien Alex/PLC CRISPR/Cas9. In zwei Durchldufen wurde
mittels RT-gPCR die Genexpression von smRC1 und GAPDH gemessen (n=2). Mittels der 2~ (®4C1)_Methode wurde die relative
Quantifizierung jeder Zelllinie in Bezug auf den Pool der Kontroll-Zelllinien durchgefiihrt und die relative Expression von
smRC1 berechnet.

Sowohl in den Kontroll-Zelllinien als auch in den KO-Zelllinien wurde ein Signal fiir smRC1
erfasst.

5.5.3.) Hep 3B CRISPR/Cas9
Die berechneten Werte der RT-qPCR 1/2 sind in Tabelle 36 aufgelistet.

Tabelle 36: PCR-Ergebnisse Hep 3B CRISPR/Cas9 aus dem Durchlauf 1/2. Die Zelllinien wurden mittels RT-qPCR auf ihre
Genexpression von smRC1 und GAPDH untersucht. Jede Probe wurde in Doppelbestimmung gemessen und fiir die
Auswertung wurden die Mittelwerte Cr der Cr-Werte von smRC1 und GAPDH berechnet. Daraus wurde mittels Gleichung 5
ACy bestimmt.

Nr | Zelllinie CT,stc1 ET,GAPDH ACT
6|SCRA 25,738 | 22,917| 2,822
7|SCRL 24,697| 21,751| 2,946
8|KOC 23,514 20,961| 2,553
9| KOM 24,934 | 21,587| 3,346
10| KOY 23,503| 20,509| 2,994

Die berechneten Werte der RT-qPCR 2/2 sind in Tabelle 37 aufgelistet.
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Tabelle 37: PCR-Ergebnisse Hep 3B CRISPR/Cas9 aus dem Durchlauf 2/2. Die Zelllinien wurden mittels RT-qPCR auf ihre
Genexpression von smRC1 und GAPDH untersucht. Jede Probe wurde in Doppelbestimmung gemessen und fiir die
Auswertung wurden die Mittelwerte Cr der Cr-Werte von smRC1 und GAPDH berechnet. Daraus wurde mittels Gleichung 5
ACy bestimmt.

Nr |Zelllinie |Cr smrcz | Cr,Gapon |ACT
10|SCR A 24,395 19,676 | 4,718
11|SCRL 24,560 20,380| 4,180
12| KO C 24,095 20,408 | 3,687
13|KOH 24,716 20,134| 4,582
14| KOH 24,834| 20,117 4,716
15|KOE 25,129 21,143 | 3,986
16| KO E 24,853 20,911 | 3,943
17| KO M 24,047| 20,684| 3,363
18|KOY 24,403 20,063 | 4,340

Aus den ACr-Werten der Kontroll-Zelllinien wurde der Mittelwert gebildet. Fir Durchlauf 1/2
liegt dieser bei ACt, scr = 2,884. Dieser Wert wurde mit Gleichung 6 und Gleichung 7 fiir die
relative Quantifizierung genutzt. Die berechneten Werte sind in Tabelle 38 angegeben.

Tabelle 38: Relative Quantifizierung der Zelllinien Hep 3B CRISPR/Cas9 in Durchlauf 1/2. Mittels Gleichung 6 wurde die

Differenz AACt der KO-Zelllinie und des jeweiligen Kontroll-Pools bestimmt. Mittels Gleichung 7 und AET, scr = 2,884 wurde
die relative Quantifizierung RQ berechnet. Ist die RQ > 100, ist die Expression des Zielgens in der KO-Zelllinie hoher, als in der
Kontroll-Zelllinie.

Zelllinie |AACr RQ, %

SCR pool 0,000| 100,00
KO C -0,331| 125,77
KO M 0,463| 72,57
KOY 0,110 92,65

Fir den Durchlauf 2/2 wurde ACr, scr = 4,449 bestimmt und fiir die Berechnungen der Werte
in Tabelle 39 genutzt.

Tabelle 39: Relative Quantifizierung der Zelllinien Hep 3B CRISPR/Cas9 in Durchlauf 2/2. Mittels Gleichung 6 wurde die

Differenz AACt der KO-Zelllinie und des jeweiligen Kontroll-Pools bestimmt. Mittels Gleichung 7 und ACr, scr = 4,449 wurde
die relative Quantifizierung RQ berechnet. Ist die RQ > 100, ist die Expression des Zielgens in der KO-Zelllinie hoher als in der

Kontroll-Zelllinie.

Zelllinie |AACT RQ, %

SCR pool 0,000| 100,00
KO C -0,762| 169,55
KOH 0,133 91,18
KOH 0,267 83,09
KO E -0,463| 137,87
KO E -0,506| 142,04
KO M -1,086| 212,28
KOY -0,109| 107,86

In Abbildung 23 ist die Auswertung der beiden Durchldufe gemeinsam dargestellt.
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Abbildung 23: Relative Quantifizierung von smRC1 in den Zelllinien Hep 3B CRISPR/Cas9. In zwei Durchldufen wurde mittels
RT-qPCR die Genexpression von smRC1 und GAPDH gemessen (n=2). Mittels der 2~(2C1)_Methode wurde die relative
Quantifizierung jeder Zelllinie in Bezug auf den Pool der Kontroll-Zelllinien durchgefiihrt und die relative Expression von
smRC1 berechnet.

Auch bei den Hep 3B-Zelllinien wurde sowohl in den Kontroll-Zelllinien als auch in den KO-
Zelllinien ein Signal fiir smRC1 erfasst.

5.6.) Bewertung des klonogenen Potentials

5.6.1.) Alex/PLC CRISPR/Cas9

In Abbildung 24 sind die Ergebnisse des Kolonie-Bildungs-Assay beispielhaft an zwei Zelllinien
dargestellt.

Abbildung 24: Kolonie-Bildungs-Assay der Zelllinien Alex/PLC CRISPR/Cas9. Die gefarbten Zellen Kontroll-Zelllinie SCR A
(links) und der KO-Zelllinie KO L (rechts). Fiir das Assay wurden 1500 Zellen fiir eine Woche in einem Well einer 6-Well-Platte
kultiviert, mit 70 % Ethanol fixiert und mit Kristallviolett gefarbt.

In Tabelle 40 sind die Pixel-Intensitaten der Zelllinie Alex/PLC CRISPR/Cas9 angegeben.

Tabelle 40: Pixel-Intensitidten der Zelllinien Alex/PLC CRISPR/Cas9. Nach dem Kolonie-Bildungs-Assay, bei dem 1500 Zellen
jeder Zelllinie fur eine Woche kultiviert wurden, wurden die Pixel-Intensitdten lermitteir mittels Imagel) bestimmt. Mittels
Gleichung 8 wurde die invertierte Intensitat linvertiert berechnet.

Zelllinie | lermittelt linvertiert

SCRO 148,002 106,998
SCR P 130,521 124,479
SCRA 155,304 99,696
KOL 157,128 97,872
KO I 153,735 101,265
KOT 162,169 92,831
KOE 156,176 98,824
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Fir die Kontroll-Zelllinien wurde der Mittelwert Ii,yertiert(SCR) = 110,391 berechnet und
mittels Gleichung 9 wurde die relative Quantifizierung durchgefiihrt. Diese sind in Abbildung
25 dargestellt.
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Abbildung 25: Relative Quantifizierung der Zelllinien Alex/PLC CRISPR/Cas9. Nach dem Kolonie-Bildungs-Assay, bei dem
1500 Zellen jeder Zelllinie fiir eine Woche kultiviert wurden, wurden die Pixel-Intensitaten lemitteir Mittels Imagel bestimmt.
Mittels Tipvertiert (SCR) = 110,391 und Gleichung 9 und den Mittelwerten der Kontroll-Zelllinien wurden die relative
Quantifizierung durchgefiihrt und die relativen Pixel-Intensitdaten berechnet.

Die Abbildung 26 zeigt den Vergleich von der Kontroll-Zelllinie und den KO-Zelllinien, fiir den
der Mittelwert aus allen KO-Zelllinien bestimmt wurde.
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Abbildung 26: Vergleich der Alex/PLC CRISPR/Cas9 Kontroll- und KO-Zelllinien. Nach dem Kolonie-Bildungs-Assay, bei dem
1500 Zellen jeder Zelllinie fur eine Woche kultiviert wurden, wurden die Pixel-Intensitdten mittels Image) bestimmt. Es
wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen Quantifizierung der Kontroll-Zelllinien SCR (n=3) und der
KO-Zelllinien (n=4) bestimmt und mittels GraphPad Prism wurde ein Welch’s-t-Test durchgefiihrt. Dabei wurde fir zwei
unabhadngige Stichproben mit ungleicher Varianz getestet, ob sich die Mittelwerte der Kontroll-Gruppe von denen der KO-
Gruppe unterscheiden. Es gilt: *p < 0,05, **p < 0,01.

Der ermittelte p-Wert liegt bei 0,0056, womit ein signifikanter Unterschied zwischen den
Kontroll-Zelllinie SCR und den KO-Zelllinien vorliegt.

5.6.2.) Hep 3B CRISPR/Cas9

In Abbildung 27 sind die Ergebnisse des Kolonie-Bildungs-Assay beispielhaft an zwei Zelllinien
dargestellt.
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n Hep 3B CRISPR/Cas9. Die gefarbten Zellen Kontroll-Zelllinie SCR L (links)
und der KO-Zelllinie KO C (rechts). Fiir das Assay wurden 1500 Zellen fiir eine Woche in einem Well einer 6-Well-Platte
kultiviert, mit 70 % Ethanol fixiert und mit Kristallviolett gefarbt.

i

Abbildung 27: Kolonie-Bildungs-Assay der Zelllinie

Die ermittelten und berechneten Pixel-Intensitaten der Zelllinie Hep 3B CRISPR/Cas9 sind in
Tabelle 41 aufgelistet.

Tabelle 41: Pixel-Intensitidten der Zelllinien Alex/PLC CRISPR/Cas9. Nach dem Kolonie-Bildungs-Assay, bei dem 1500 Zellen
jeder Zelllinie fiir eine Woche kultiviert wurden, wurden die Pixel-Intensitaten lemittelr Mittels Image) bestimmt. Mittels
Gleichung 8 wurde die invertierte Intensitat linvertiert berechnet.

Zelllinie | lermittelt linvertiert

SCRA 147,219 107,781
SCRL 137,832 117,168
KO C 167,872 87,128
KO H 162,553 92,447
KOE 167,527 87,473
KO M 157,110 97,890
KOY 155,724 99,276

Fir die Kontroll-Zelllinien wurde der Mittelwert Iipyertiert(SCR) = 112,475 berechnet und
mittels Gleichung 9 wurde die relative Quantifizierung durchgefiihrt. Diese sind in Abbildung
28 dargestellt.
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Abbildung 28: Relative Quantifizierung der Zelllinien Hep 3B CRISPR/Cas9. Nach dem Kolonie-Bildungs-Assay, bei dem 1500
Zellen jeder Zelllinie flr eine Woche kultiviert wurden, wurden die Pixel-Intensitdten lermitter Mmittels Imagel bestimmt. Mittels

Linvertiert (SCR) = 112,475 und Gleichung 9 und den Mittelwerten der Kontroll-Zelllinien wurde die relative Quantifizierung
RQ durchgefiihrt und die relativen Pixel-Intensitaten berechnet.

Die Abbildung 29 zeigt den Vergleich von der Kontroll-Zelllinie und den KO-Zelllinien, fiir den
der Mittelwert aus allen KO-Zelllinien bestimmt wurde.
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Abbildung 29: Vergleich der Hep 3B CRISPR/Cas9 Kontroll- und KO-Zelllinien. Nach dem Kolonie-Bildungs-Assay, bei dem
1500 Zellen jeder Zelllinie fir eine Woche kultiviert wurden, wurden die Pixel-Intensitdten mittels Image) bestimmt. Es
wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen Quantifizierung der Kontroll-Zelllinien SCR (n=2) und der
KO-Zelllinien (n=5) bestimmt und mittels GraphPad Prism wurde ein Welch’s-t-Test durchgefiihrt. Dabei wurde fiir zwei
unabhéngige Stichproben mit ungleicher Varianz getestet, ob sich die Mittelwerte der Kontroll-Gruppe von denen der KO-
Gruppe unterscheiden. Es gilt: *p < 0,05, **p < 0,01.

Der ermittelte p-Wert liegt bei 0,0015, womit ein signifikanter Unterschied zwischen den
Kontroll-Zelllinie SCR und den KO-Zelllinien vorliegt.
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6.) Diskussion

smRC1 ist eine von drei smRC-Signaturen, die von der AG von Felden identifiziert wurden und
in der Zukunft als Biomarker fiir die friihzeitige Erkennung und Uberwachung von HCC
fungieren konnten. Da HCC eine der weltweit todlichsten Krebsarten ist, ist die detaillierte
Untersuchung der biologischen Funktion der smRCs von groRer Bedeutung.! Das Ziel war ein
KO-Model zur Untersuchung der Rolle der sncRNA smRC1 zu entwickeln, wobei CRISPR/Cas9
Vektoren verwendet wurden. Jiingste Erkenntnisse zeigten, dass es sich bei smRC1 um einen
Teil der IncRNA ENST00000647660 handelt und nicht, wie anfangs angenommen, um eine
eigenstindige sncRNA, (interne Daten AG von Felden, nicht publiziert) pja KO-Versuche wurden trotz dessen
wie geplant durchgefiihrt. Die Vektoren wurden von der AG von Felden entwickelt, etabliert
und im Rahmen dieser Arbeit fliir die lentivirale Transduktion der Zelllinien SNU-475,
PLC/PRF/5, auch als Alex/PLC bezeichnet, und Hep 3B eingesetzt. Nach der Transduktion und
Selektion wurden drei Methoden der klonalen Isolation getestet, mit dem Ziel monoklonale
Zelllinien zu etablieren. Dabei wurden je zwei KO-Zelllinien und zwei Kontroll-Zelllinien
angestrebt.

Mit der ersten Methode, der Einzelzellklonierung, konnte die hochste Anzahl an Zelllinien
erfolgreich isoliert werden. Auch mit der Methode des Kolonie-Pickings konnten monoklonale
Zelllinien gewonnen werden. Die dritte Methode, das Klonieren in semisolidem Medium,
flihrte in dem Versuch mit der Zelllinie SNU-475 zu keinem Ergebnis, weshalb diese Methode
bei den anderen beiden Zelllinien nicht wiederholt wurde. Die Zellen wuchsen zunachst in dem
semisoliden Medium an, nach dem Transfer in das Kulturmedium blieb weiteres Wachstum
allerdings aus. Es gibt verschiedene Arbeiten, die zeigten, dass die Methode grundsatzlich
funktionieren kann. Es konnten beispielsweise CHO-Produzenten, PC-3-KO-Klone oder Cas9-
exprimierende Zelllinien isoliert und etabliert werden.???* Schonende Handhabung ist
essenziell fur die Kultivierung von Zellen. Durch das semisolide Medium sowie das Aufnehmen
mit der stumpfen Kanile kénnten die Zellen mechanischem Stress ausgeliefert gewesen sein,
wodurch sich ihre Kolonie-Bildungs-Fahigkeit verringert haben kdnnte.? Zusatzlich erforderte
die Methode das Ansetzen des Mediums und somit mehr Aufwand in der Vorbereitung. Da
die ersten beiden Methoden vergleichbar viel Aufwand in der Durchfiihrung mit sich brachten,
konnte geschlussfolgert werden, dass die Einzelzellklonierung in den durchgefiihrten
Versuchen am effizientesten war.

Von allen Zelllinien, die isoliert werden konnten, wurden DNA-Proben genommen, isoliert und
mittels PCR wurde das Zielgen von smRC1 amplifiziert und in der Gelelektrophorese
gemessen. Alle Zelllinien zeigten eine erfolgreiche Amplifikation, weshalb die DNA-Sequenz
ermittelt werden konnte. Von der Zelllinie SNU-475 konnte nur je ein Kontroll-Klon und ein
KO-Klon isoliert werden, da keine weiteren Zellen ausreichend heranwuchsen. Diese wiesen
aber die vorausgesetzten DNA-Sequenzen auf und konnten so als Wildtyp- und KO-Zelllinie
charakterisiert werden. Da sie in ihrem Wachstum stagnierten, konnten sie allerdings nicht fir
die folgenden Versuche genutzt werden und wurden nicht als neue Zelllinien etabliert. Bei
einem KO von AXL zeigte die Zelllinie SNU-475 nach der Isolation ebenfalls Beeintrachtigungen
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in ihrem Wachstum und der Fahigkeit langfristig zu Gberleben.?® Da die Kontroll-Zelllinien
genau wie die KO-Zelllinien nicht langfristig kultivierbar waren, kann der beobachtete Effekt
nicht allein dem smRC1-KO zugeschrieben werden. Er kdnnte vielmehr im Zusammenhang mit
der klonalen Isolation oder der Transduktion stehen. Um dies zu tGberprifen hatte die isolierte
Kontroll-Zelllinie mit der nicht-transduzierten Zelllinie verglichen werden missen.?’

Die Zelllinie PLC/PRF/5 zeigt in den Chromatogrammen teilweise Doppelpeaks und die
Auswertung zeigte, dass die Zielsequenz flir smRC1 scheinbar versetzt auf beiden Allelen zu
finden ist. Dies ist bei den Kontroll-Zelllinien und bei der Zelllinie vor der Transduktion sichtbar.
Die Aufreinigung der Proben wurde dabei separat durchgefiihrt, weshalb diese Beobachtung
nicht auf eine fehlerhafte Durchflihrung der verwendeten Methoden zuriickzufiihren sein
sollte. Die Zelllinie PLC/PRF/5 hat ein komplexes Genom und aufgrund von integrierten
Hepatitis-B-Virus-Sequenzen sind verschiedene Varianten der Basensequenzen maoglich. Die
aufgenommene Sequenz deutet auf einen 1-bp-Indel hin. 22 Die Zellpopulation wurde als
Wildtyp angenommen. Es konnten drei Kontroll-Zelllinien und vier KO-Zelllinien etabliert
werden. Von der Zelllinie Hep 3B konnten zwei Kontroll-Zelllinien und fiinf KO-Zelllinien
charakterisiert und etabliert werden. Dieses Ergebnis spiegelt sich in anderen KO-Versuchen
der beiden Zelllinien wider, bei welchen erfolgreich KO-Zelllinien mittels CRISPR/Cas9 etabliert
wurden. Dazu gehoren bei Hep 3B der KO von GPC3 und ADAMTSL3 sowie der KO von PCK1
und DAPK1 in der Zelllinie PLC/PRF/5.2°732

Die Untersuchung der Genexpression von smRC1 zeigte, dass smRC1 in allen Zelllinien
exprimiert wird. Aufgrund des durch die Basensequenz bestatigten KOs von smRC1 entspricht
dies nicht den Erwartungen. Grund dafiir kdnnte sein, dass die RNA trotz des KOs von smRC1
transkribiert wird. Es handelt sich nicht zwingend um einen funktionellen KO und aufgrund
der Verdanderung von nur wenigen Basenpaaren, konnten die Primer der cDNA-Synthese
teilweise anlagern. So kdnnte es trotz der Mutationen zu der Synthese der richtigen cDNA
kommen, die dann in der RT-qPCR gemessen wird.3® Auch eine Kontamination mit
genomischer DNA kénnte zu den hohen Signalen beitragen. Dies konnte tiber RT(-)-Kontrollen
identifiziert werden. Dabei wird keine reverse Transkriptase eingesetzt, wodurch ohne die
cDNA-Synthese der RNA nur die in der Probe vorhandene DNA zu einem Signal fuhrt. In der
Zukunft konnte das Primer-Design (iberarbeitet werden, um die Ergebnisse der RT-qPCR zu
optimieren. Durch den Einsatz von DNase vor der cDNA-Synthese kénnte das Risiko der
Anwesenheit von DNA minimiert werden.3*

Da die Genexpressions-Analyse keine Unterschiede zwischen den Kontroll-Zelllinien und KO-
Zelllinien aufzeigen konnte, wurde nachfolgend das biologische Verhalten der Zelllinien
untersucht. Fir das Kolonie-Bildungs-Assay wurde eine geringe Anzahl an Zellen ausgesat und
anhand der Kolonie-Bildung konnte das klonogene Potential der Zellen bewertet werden.?!
Der Vergleich der KO-Zelllinien mit den Kontroll-Zelllinien zeigte sowohl fir PLC/PRF/5 als auch
fiir Hep 3B ein erhohtes klonogenes Potential der Kontroll-Zelllinien. Dies deutet darauf hin,
dass smRC1 in Zusammenhang mit einem erhdhten langfristigen Zell-Uberleben steht und
eine mogliche Rolle bei der Tumor-Bildungsfahigkeit spielen konnte. Dies koénnte
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weitergehend mittels Proliferations-Assays und Apoptose-Analyse untersucht werden.3® Die
erzeugten Ergebnisse spiegeln sich in vorangegangenen KO-Versuchen mit der Zelllinie Huh-7

wider, in denen die Forschung an der funktionellen Rolle von smRC1 bereits weiter
fortgeschritten ist (interne Daten AG von Felden, nicht publiziert)

In der Bewertung der Ergebnisse muss berlicksichtigt werden, dass smRC1 Teil der IncRNA
ENST00000647660 ist. Diese konnte Einfluss auf regulatorische Prozesse und benachbarte
Gene haben.>’ Der KO von smRC1 macht nur einen kleinen Teil des gesamten RNA-Molekiils
aus. Eine Veranderung einzelner Basenpaare verhindert nicht zwingend die Transkription, die
IncRNA kdénnte demnach trotzdem exprimiert werden. Ob die Verdanderung der Basensequenz
dennoch Auswirkung hat, konnte durch die Untersuchung der Genexpression benachbarter
Gene Uberprift werden. Des Weiteren zeigte eine methodische CRISPR/Cas9-Studie zur
Ausschaltung der IncRNA CCAT1 in anderen Karzinom-Zelllinien, dass es sinnvoll sein kdnnte
einen groReren Teil der Sequenz auszuknocken und zusatzlich ein Transkriptionsstoppsignal
einzubauen. 3¢

Aufgrund ihrer regulatorischen Rolle in Prozessen wie Genexpression, Tumorwachstum,
Immunflucht oder Therapieresistenzen gewinnen nicht-kodierende RNAs immer mehr an
Bedeutung in der Forschung an HCC. Dazu gehoéren weitgreifende Themen wie
Therapieresistenzen, beispielsweise durch die IncRNA DUXAPS8, oder RNA-basierte Therapien,
fir die aktuell an der mikroRNA miR-107, die in Mausmodellen nachgewiesen bei HCC
vermindert ist, geforscht wird.?”3® smRC1 gehért zu den méglichen blutbasierten RNA-
Biomarkern und ist somit von groBer Bedeutung fiir die aktuelle Forschung. Die Entwicklung
der KO-Modelle war erfolgreich und die neu etablierten Zelllinien kénnen in kinftigen
Versuchen genutzt werden, um die Rolle von smRC1 weitergehend zu erforschen, um
langfristig zu der Entwicklung neuer Untersuchungs- und Therapiemoglichkeiten beizutragen.
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Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Ablauf des KO-Versuchs von smRC1. 1. Der Knockout (KO) von smRC1 wurde
mittels lentiviraler Transduktion durchgefiihrt. 2. Die smRC1-spezifischen CRISPR/Cas9
Vektoren initiierten Doppelstrangbriiche (DSB) in der DNA, welche von zelleigenen Reparatur-
Mechanismen behoben wurden, die zu dem KO fiihren. 3. Mittels verschiedener Methoden
wurde eine klonale Isolation durchgefiihrt und die Zellen wurden expandiert. 4. Zur
Validierung wurde eine DNA-Sequenzierung durchgefiihrt, bei der die DNA-Sequenz zu smRC1
analysiert wurde. (Eigene Darstellung, erstellt mit BioRender) .......cccceeeeeieeeeecieeeeeecieeeeeee, 8

Abbildung 2: Die Entdeckung von smRCs. Aus dem Blut von Patientinnen und Patienten mit
HCC wurden EVs isoliert, aus welchen mittels RNA-Sequenzierung Cluster aus bislang nicht
annotierten RNA-Signalen entdeckt, deren Eigenschaften liber die Peak-Sequenz, die Entropie
der RNA-Sequenz und eine Konsensussequenz definiert wurden.h .........c.ccccoevvevveivevreecnnennns 11

Abbildung 3: Fall-Kontroll-Studie zur Untersuchung der Biomarker. Die Studie wurde
durchgefiihrt, um zu testen, ob mittels smRCs eine Friiherkennung von HCC moéglich ist. Die
Testgruppe umfasste Patientinnen und Patienten mit frihem HCC und anderen
Lebererkrankungen. Aus dem Blut-Plasma wurden die smRCs isoliert und untersucht. Die drei
smRCs (smRC1, smRC2 und smRC3) sind bei Patientinnen und Patienten mit HCC deutlich
0 oY=y o AL (1T PR 12

Abbildung 4: Chromosom 8. Das gesamte Chromosom mit seinen unterschiedlichen
Bereichen. Das Gen ENSG00000285817 ist in dem rot markierten Bereich (rechts) lokalisiert.!

Abbildung 5: Genomische Lage des Gens ENSG00000285817. Das rot markierte Gen istin dem
Bereich von 137.524.755 bis 137.645.564 auf dem Reverse-Strang lokalisiert.'*................... 13

Abbildung 6: Die IncRNA ENST00000647660. Die IncRNA wird von dem Gen
ENSG00000285817 kodiert, welches auf dem Reverse-Strang liegt. Sie hat eine Lange von
120,81 kb und besteht aus Exons (K&sten) und Introns (Striche).........ccccoevveveeicieiieiiieieee 13

Abbildung 7: Genomische Lage von smRC1. smRC1 ist Teil der IncRNA ENST00000647660 und
liegt in dem Bereich 137,627,017 bis 137,627,182 auf dem Chromosom 8.1 .........c.cveuneeee. 13

Abbildung 8: Genomische Lage der Konsensussequenz von smRC1. Die RNA-Sequenz von
smRC1 lautet: CCUCUUCUUAACACC. Diese wurde um einige Basen erweitert und in die DNA-
Sequenz libersetzt. Die Sequenz fir smRC1 in 3"-5"-Leserichtung liegt auf dem Reverse-Stang.
Auf dem Forward-Strang in 5°-3’-Leserichtung lautet die DNA-Sequenz somit:
GGTGTTAAGAAGAGGACAA L ettt ettt ettt et e ae et et enteere et e 14

Abbildung 9: Gen-KO mittels CRISPR/Cas9. Die gRNA besteht aus dem Spacer, ein kurzer RNA-
Abschnitt, der komplementar zu der Zielsequenz ist, und dem Scaffold, der Bereich, der an das
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Enzym Cas9 bindet. Der Komplex aus der RNA und dem Enzym bindet Gber den PAM an das
Zielgen (hier als Target bezeichnet) und schneidet die DNA. Dieser DSB wird durch zellulare
Reparatur-Mechanismen, wie Non-homologous-End-Joining (NHEJ), wieder zusammengefigt.

Dabei kénnen verschiedene Fehler unterlaufen, die die Expression des Zielgens verhindern
und somit zu einem KO fiihren (https://media.addgene.org/cms/filer_public/c4/cd/c4cd7a42-a7ca-41e1-8468-

231e508fa394/kNOCKOULPING) | | ittt ettt ettt et ettt et ettt ene e st teanaens 15
Abbildung 10: Produktion und Einsatz lentiviraler Vektoren. Die Produktions-Plasmide
enthalten die Informationen Uber das Ziel-Gen und das CRISPR/Cas9 System, die Struktur-
Proteine und -Enzyme, sowie das Oberflachen-Protein, das fiir eine Transduktion notwendig
ist. Die Vektoren werden von den Produzentenzellen hergestellt und kénnen nach der

Aufreinigung fur die Transduktion in-vivo oder in-vitro eingesetzt
werden (https://media.addgene.org/cms/filer_public/c2/00/c200c74c-1a59-450d-9alb-0b688f4f4ca3/lenti_production.png) 16

Abbildung 11: Gen-KO von mittels lentiviraler Transduktion. Das CRISPR/Cas9 Modell wird in
die Zellen eingebracht. Durch die spezifische Bindung an das Zielgen von smRC1 wird tiber den
DSB die Expression des Gens verhindert. (Eigene Darstellung, erstellt mit BioRender) ......... 17

Abbildung 12: Kolonie-Picking. Die angewachsenen Zell-Kolonien wurden unter dem
Mikroskop markiert, mit einer Pipettenspitze aufgenommen und in eine 24-Well-Platte
Uberfiihrt. (Eigene Darstellung, erstellt mit BiOReNder) ........ccccveeviieeievciieee e, 23

Abbildung 13: Banden des DNA-Markers. Es wurde die DirectLoad Plus 100 bp DNA Ladder

verwendet. Die Bande von smRC1 wird auf Hohe der roten Markierung bei einer GrélRe von
280 bp erwartet (https://www.merckmillipore.com/DE/de/product/DirectLoad-Plus-100bp-DNA-Ladder, MM_NF-DPLUS-100) 28

Abbildung 14: Ergebnis der Gelelektrophorese LT054. Nach der DNA-Extraktion wurde die
DNA quantifiziert und die Ziel-Region von smRC1 wurde mittels PCR amplifiziert. Fir die
Detektion wurden 5 pL Probe und DNA-Marker sowie ein 1,5 % Agarose Gel verwendet. Die
Gelelektrophorese lief fiir 50 min bei 4 °C und 50 Volt. Die Bande von smRC1 ist wie erwartet
auf einer Hohe von 280 bp zu sehen. Zu sehen sind die Banden folgender Proben: Marker, 1.
Alex/PLC CRISPR/Cas9 SCR O, 2. Alex/PLC CRISPR/Cas9 SCR P, 3. Alex/PLC CRISPR/Cas9 SCR A.

Abbildung 15: Chromatogramm der Zelllinie SNU-475 CRISPR/Cas9 SCR E. Das
Chromatogramm zeigt die Basensequenz der Kontroll-Zelllinie, begonnen bei der Ziel-Sequenz
von smRC1: GGTGTTCAGGTGTTAAGAAGAGG. Die Basensequenz entspricht der des Wildtypen
von SNU-475. Der Farbcode fiir die Basen ist: Adenin (griin), Thymin (rot), Guanin (schwarz),
(@Y (o1 1ol o1 10 ) PR 39

Abbildung 16: Chromatogramm der Zelllinie SNU-475 CRISPR/Cas9 smRC1 I. Das

Chromatogramm zeigt die gemessenen Peaks der Basensequenz der KO-Zelllinie, begonnen

bei der Ziel-Sequenz von smRC1: GGTGTTCAGGTGTTAAGAAGAGG. Der Farbcode fiir die Basen

ist: Adenin (griin), Thymin (rot), Guanin (schwarz), Cytosin (blau). Die markierte Stelle zeigt
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einen Doppelpeak, der durch die Detektion von zwei unterschiedliche Basen an derselben
SEEIIE ErZEUGE WO, .eei et e e e st e s s st e e e s sbbeeeesanaeeessssaeeesnnns 39

Abbildung 17: Chromatogramm der Zelllinie Alex/PLC CRISPR/Cas9 SCR O. Das
Chromatogramm zeigt die Basensequenz der Kontroll-Zelllinie, begonnen bei der Ziel-Sequenz
von smRC1: GGTGTTCAGGTGTTAAGAAGAGG. Der Farbcode fiir die Basen ist: Adenin (griin),
Thymin (rot), Guanin (schwarz), Cytosin (blau). ......ccccueeeeieiiiee e 40

Abbildung 18: Chromatogramm der Zelllinie Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO L. Das
Chromatogramm zeigt die Basensequenz der KO-Zelllinie begonnen bei der Ziel-Sequenz von
smRC1: GGTGTTCAGGTGTTAAGAAGAGG. Der Farbcode fiir die Basen ist: Adenin (grin),
Thymin (rot), Guanin (schwarz), Cytosin (blau). ......ccccueeeeiiiiiee e 40

Abbildung 19: Chromatogramm der Zelllinie Hep 3B CRISPR/Cas9 SCR A. Das
Chromatogramm zeigt die Basensequenz der Kontroll-Zelllinie, begonnen bei der Ziel-Sequenz
von smRC1: GGTGTTCAGGTGTTAAGAAGAGG. Der Farbcode fiir die Basen ist: Adenin (griin),
Thymin (rot), Guanin (schwarz), Cytosin (blau). ......ccocueeiiiiiiie e 41

Abbildung 20: Plot der Amplifikation der RT-qPCR 1/2. Der Graph zeigt die Expression von
smRC1 (griin) und GAPDH (pink). Der Threshold wurde automatisch bestimmt.................... 43

Abbildung 21: Plot der Amplifikation der RT-qPCR 2/2. Der Graph zeigt die Expression von
smRC1 (griin) und GAPDH (pink). Der Threshold wurde automatisch bestimmt. Die
gestrichelten Expressions-Signaturen wurden aus der Auswertung ausgeschlossen. ............ 43

Abbildung 22: Relative Quantifizierung von smRC1 in den Zelllinien Alex/PLC CRISPR/Cas9.
In zwei Durchlaufen wurde mittels RT-gPCR die Genexpression von smRC1 und GAPDH
gemessen (n=2). Mittels der 27(4ACT)_Methode wurde die relative Quantifizierung jeder
Zelllinie in Bezug auf den Pool der Kontroll-Zelllinien durchgefiihrt und die relative Expression
VON SMRCL BErEChNEL. ..ottt s 45

Abbildung 23: Relative Quantifizierung von smRC1 in den Zelllinien Hep 3B CRISPR/Cas9. In
zwei Durchlaufen wurde mittels RT-qPCR die Genexpression von smRC1 und GAPDH gemessen
(n=2). Mittels der 2~(ACT)_Methode wurde die relative Quantifizierung jeder Zelllinie in Bezug
auf den Pool der Kontroll-Zelllinien durchgefiihrt und die relative Expression von smRC1
(01T =Tl o o 1= OO PP PO P RPN 47

Abbildung 24: Kolonie-Bildungs-Assay der Zelllinien Alex/PLC CRISPR/Cas9. Die gefarbten
Zellen Kontroll-Zelllinie SCR A (links) und der KO-Zelllinie KO L (rechts). Fiir das Assay wurden
1500 Zellen fur eine Woche in einem Well einer 6-Well-Platte kultiviert, mit 70 % Ethanol
fixiert und mit Kristallviolett gefarbt.......cccvveeeiiiiiiii e 47

Abbildung 25: Relative Quantifizierung der Zelllinien Alex/PLC CRISPR/Cas9. Nach dem
Kolonie-Bildungs-Assay, bei dem 1500 Zellen jeder Zelllinie fiir eine Woche kultiviert wurden,
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wurden die Pixel-Intensitaten lermiteir Mittels Image) bestimmt. Mittels I,yertiert (SCR) =
110,391 und Gleichung 9 und den Mittelwerten der Kontroll-Zelllinien wurden die relative
Quantifizierung durchgefiihrt und die relativen Pixel-Intensitdten berechnet....................... 48
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KO-Zelllinien (n=4) bestimmt und mittels GraphPad Prism wurde ein Welch’s-t-Test
durchgefiihrt. Dabei wurde fir zwei unabhangige Stichproben mit ungleicher Varianz getestet,
ob sich die Mittelwerte der Kontroll-Gruppe von denen der KO-Gruppe unterscheiden. Es gilt:
*P < 0,05, FHP K 0,01, coiiiiiieiiie ettt sttt e s e e s e e s bt e e sb e e e s be e e nabaeenanes 48
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fixiert und mit Kristallviolett gefarbt........c..uvveeiiiiii e 49

Abbildung 28: Relative Quantifizierung der Zelllinien Hep 3B CRISPR/Cas9. Nach dem
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wurden die Pixel-Intensitdten lermitteir Mittels Imagel bestimmt. Mittels [iyvertiert (SCR) =
112,475 und Gleichung 9 und den Mittelwerten der Kontroll-Zelllinien wurde die relative
Quantifizierung RQ durchgefiihrt und die relativen Pixel-Intensitaten berechnet. ................ 49
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Kolonie-Bildungs-Assay, bei dem 1500 Zellen jeder Zelllinie fiir eine Woche kultiviert wurden,
wurden die Pixel-Intensitaten mittels Imagel) bestimmt. Es wurden die Mittelwerte und
Standardabweichungen der relativen Quantifizierung der Kontroll-Zelllinien SCR (n=2) und der
KO-Zelllinien (n=5) bestimmt und mittels GraphPad Prism wurde ein Welch’s-t-Test
durchgefiihrt. Dabei wurde fir zwei unabhangige Stichproben mit ungleicher Varianz getestet,
ob sich die Mittelwerte der Kontroll-Gruppe von denen der KO-Gruppe unterscheiden. Es gilt:
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Abbildung 30: Vektor-Map des verwendeten Vektors fiir die SCR-Kontroll-Zelllinien. Das
Vektor-Design wurde von der AG von Felden entwickelt.........ccoovvveeeeiiiiieiiciiiieeeee e, 70
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Pool, 2. SNU-475 CRISPR/CAS9 KO POOL. ...cccuvveiiieeiiiee ettt eete e et e e s e e s 73
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Tabelle 16: Primer fiir die Amplifikation von smRC1. Die Primer fiir die PCR wurden von der
AG von Felden designt. Dabei wurde die Anfangs- und die Endsequenz von dem Gen fiir smRC1
verwendet, um den gesamten Abschnitt amplifizieren zu kénnen. Der Forward-Primer ist in
5°-3’-Richtung, der Reverse-Primer in 3°-5'-Richtung designt. Beide Primer haben eine
Stoffmengenkonzentration ¢ VON 10 M. ..o 27

Tabelle 17: Ansatz des Master Mixes fiir die PCR zur Amplifikation der Ziel-Region von
smRC1. Das Volumen Vst fiir eine Probe angegeben und wurde fiir den Ansatz entsprechend
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berechnet und nach der Transkription wurde die cDNA mit dem VF(sRNA) verdiinnt. Fir die
reverse Transkription der mRNA wurde das Volumen V(mRNA) fir die RNA-Masse
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VF(sRNA) fur Probe 10 bei 5 lag. Fiir die reverse Transkription der mRNA wurde das Volumen
V(mRNA) fir die RNA-Masse m(mRNA) berechnet und nach der Transkription mit dem
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Tabelle 28: Ansatz des Master Mixes fiir die RT-qPCR. Der Master Mix wurde fiir die beiden
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aufgefihrt ist. Die Anzahlgesamt gibt an, wie viele Zell-Klone jeweils unabhdngig von der Art der
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Tabelle 32: PCR-Ergebnisse Alex/PLC CRISPR/Cas9 aus dem Durchlauf 1/2. Die Zelllinien
wurden mittels RT-gPCR auf ihre Genexpression von smRC1 und GAPDH untersucht. Jede
Probe wurde in Doppelbestimmung gemessen und fir die Auswertung wurden die
Mittelwerte Cr der Cr-Werte von smRC1 und GAPDH berechnet. Daraus wurde mittels
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Tabelle 33: PCR-Ergebnisse Alex/PLC CRISPR/Cas9 aus dem Durchlauf 2/2. Die Zelllinien
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Mittels Gleichung 6 wurde die Differenz AACt der KO-Zelllinie und des jeweiligen Kontroll-
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Tabelle 36: PCR-Ergebnisse Hep 3B CRISPR/Cas9 aus dem Durchlauf 1/2. Die Zelllinien
wurden mittels RT-gPCR auf ihre Genexpression von smRC1 und GAPDH untersucht. Jede
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Tabelle 37: PCR-Ergebnisse Hep 3B CRISPR/Cas9 aus dem Durchlauf 2/2. Die Zelllinien

67



Hochschule flir Angewandte Wissenschaften Hamburg

wurden mittels RT-gPCR auf ihre Genexpression von smRC1 und GAPDH untersucht. Jede
Probe wurde in Doppelbestimmung gemessen und fir die Auswertung wurden die
Mittelwerte der Cr-Werte von smRC1 und GAPDH berechnet. Daraus wurde mittels Gleichung
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Tabelle 47: LT0O56 DNA-Quantifizierung. Mit 31. Hep 3B CRISPR/Cas9 KO C, 32. Hep 3B
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Anhang

smRC1-Sequenz

Die vollstandige Sequenz von smRC1, in seiner genomischen Lage von 137.627.017 bis
137.627.182 ist:
CTGAGAGTTCCCATTTCTGAGCCGACACCTTCTTTCCCAAAATTATTATTTTTTCTGCTAGTTTCACTTG
CTGTTGACATTTGTCTCTTCTTTTGAGCCTCACATCAGATGTCTCTGCCATTTAAAAGCCTTTTTTCTAA
TCTATCTGGAGTTAGCATGGTGTTCAGGTGTTAAGAAGAGGACAATAAATAGTAAAATGAAGAAGA
TGGGGAGAAGACTAAGAAGAAAAGACAATGGCTTCATTAATTAGTTTTATTT
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Abbildung 30: Vektor-Map des verwendeten Vektors fiir die SCR-Kontroll-Zelllinien. Das Vektor-Design wurde von der AG
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von Felden entwickelt.
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Abbildung 31: Vektor-Map des verwendeten Vektors fiir die smRC1-KO-Zelllinien. Das Vektor-Design wurde von der AG
von Felden entwickelt.

Quantifizierung der DNA-Proben

Tabelle 42: LT040 DNA Quantifizierung. Mit 1. SNU-475 CRISPR/Cas9 SCR Pool, 2. SNU-475 CRISPR/Cas9 KO Pool.

Nr. | ¢(DNA), ng/uL | A260 | A280 | A230 | A260/A280 | A260/A230
1 46,649 | 0,932 | 0,429 | 0,751 2,17 1,24
2 247,203 | 4,944 | 2,296 | 2,601 2,15 1,90

Tabelle 43: LT049 DNA Quantifizierung. Mit 3. SNU 475 CRISPR/Cas9 SCR E, 4. SNU 475 CRISPR/Cas9 smRC1 I, 25. Hep 3B
CRISPR/Cas9 SCR Pool, 26. Hep 3B CRISPR/Cas9 KO Pool.

Nr. | c(DNA), ng/uL | A260 | A280 | A230 | A260/A280 | A260/A230
3 24,875 | 0,497 | 0,232 0,717 2,14 0,69
4 56,320 | 1,126 | 0,542 | 1,021 2,08 1,10
25 75,721 | 1,514 0,711| 1,016 2,13 1,49
26 83,532 | 1,670 | 0,778 | 1,054 2,15 1,58
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Tabelle 44: LTO50 DNA-Quantifizierung. Mit 1. Alex/PLC CRISPR/Cas9 SCR Pool, 6. Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO Pool.

Nr. | ¢(DNA), ng/uL | A260 | A280 | A230 | A260/A280 | A260/A230
5 58,459 | 1,169 | 0,540 | 0,873 2,16 1,34
6 98,792 | 1,975 | 0,933 | 1,242 2,12 1,59

Tabelle 45: LT0O54 DNA-Quantifizierung. Mit 7. Alex/PLC CRISPR/Cas9 SCR O, 8. Alex/PLC CRISPR/Cas9 SCR P, 9. Alex/PLC
CRISPR/Cas9 SCR A.

Nr. | c(DNA), ng/uL | A260 | A280 | A230 | A260/A280 | A260/A230
7 41,353 | 0,827 | 0,397 | 0,674 2,08 1,23
8 159,123 | 3,182 | 1,535| 1,786 2,07 1,78
9 105,427 | 2,108 | 1,003 | 1,247 2,10 1,69

Tabelle 46: LTO55 DNA-Quantifizierung. Mit 10. Alex/PLC CRISPR/Cas9 SCR 1, 11. Alex/PLC CRISPR/Cas9 SCR 2, 12. Alex/PLC
CRISPR/Cas9 SCR 3, 13. Alex/PLC CRISPR/Cas9 SCR 4, 14. Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO 1, 15. Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO L, 16.
Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO 2, 17. Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO 3, 27. Hep 3B CRISPR/Cas9 SCR A, 28. Hep 3B CRISPR/Cas9 SCR L,
29. Hep 3B CRISPR/Cas9 KO 1, 30. Hep 3B CRISPR/Cas9 KO M.

Nr. | ¢(DNA), ng/puL | A260 A280 | A230 | A260/A280 | A260/A230
10 187,773 3,755 | 1,749 | 2,014 2,15 1,86
11 222,586 4,451 | 2,226 | 3,070 2,00 1,45
12 143,124 2,862 | 1,362 | 1,747 2,10 1,64
13 114,486 2,289 | 1,071 | 1,344 2,14 1,70
14 264,697 5293 | 2,483 | 2,756 2,13 1,92
15 176,381 3,527 | 1,647 | 1,901 2,14 1,85
16 233,078 4,661 | 2,185| 2,429 2,13 1,92
17 348,676 6,973 | 3,293 | 3,518 2,12 1,98
27 213,725 4,274 | 2,064 | 2,576 2,07 1,66
28 138,919 2,778 | 1,304 | 1,598 2,13 1,74
29 542,725 | 10,854 | 5,293 | 5,216 2,05 2,08
30 196,926 3,938 | 1,946 | 2,703 2,02 1,46

Tabelle 47: LTO56 DNA-Quantifizierung. Mit 31. Hep 3B CRISPR/Cas9 KO C, 32. Hep 3B CRISPR/Cas9 KO 2, 33. Hep 3B
CRISPR/Cas9 KO 3, 34. Hep 3B CRISPR/Cas9 KO Y, 35. Hep 3B CRISPR/Cas9 KO 4, 36. Hep 3B CRISPR/Cas9 KO H, 37. Hep 3B
CRISPR/Cas9 KO E, 38. Hep 3B CRISPR/Cas9 KO 5, 39. Hep 3B CRISPR/Cas9 SCR 1, 40. Hep 3B CRISPR/Cas9 SCR 2, 18. Alex/PLC
CRISPR/Cas9 KO 4, 19. Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO T, 20. Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO I, 21. Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO 5, 22.
Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO E, 23. Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO 6.

Nr. | ¢(DNA), ng/puL | A260 A280 | A230 | A260/A280 | A260/A230
31 179,107 3,582 | 1,675| 1,908 2,14 1,88
32 96,155 1,923 | 0,900 | 1,147 2,13 1,68
33 78,735 1,574 | 0,742 | 1,040 2,12 1,51
34 148,818 2,976 | 1,387 | 1,652 2,14 1,80
35 75,464 1,509 | 0,699 | 0,959 2,16 1,57
36 94,288 1,885 | 0,899 | 1,262 2,10 1,49
37 104,514 2,090 | 0,992 | 1,348 2,11 1,55
38 120,304 2,406 | 1,157 | 1,599 2,08 1,50
39 111,085 2,221 | 1,045| 1,339 2,12 1,66
40 104,157 2,083 | 0,977 | 1,245 2,13 1,67
18 313,012 6,260 | 2,956 | 3,530 2,12 1,77
19 128,759 2,575 | 1,210 | 1,562 2,13 1,65
20 329,732 6,594 | 3,074 | 3,395 2,14 1,94
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Nr. | c(DNA), ng/uL | A260 | A280 | A230 | A260/A280 | A260/A230
21 195,239 | 3,904 | 1,955| 2,834 2,00 1,38
22 213,138 | 4,262 | 2,343 | 4,274 1,82 1,00
23 134,681 | 2,693 | 1,456 | 2,601 1,85 1,04

Bilder der Gelelektrophorese

Abbildung 32: Ergebnis der Gelelektrophorese LT040. Marker, 1. SNU-475 CRISPR/Cas9 SCR Pool, 2. SNU-475 CRISPR/Cas9
KO Pool.

Abbildung 33: Ergebnis der Gelelektrophorese LT049. Marker, 1. SNU-475 CRISPR/Cas9 SCR E, 2. SNU-475 CRISPR/Cas9
smRC1 |, 3. Hep 3B CRISPR/Cas9 SCR Pool, 4. Hep 3B CRISPR/Cas9 KO Pool.

Abbildung 34: Ergebnis der Gelelektrophorese LT050. Marker, 1. Alex/PLC CRISPR/Cas9 SCR pool, 2. Alex/PLC CRISPR/Cas9
KO Pool.

Abbildung 35: Ergebnis der Gelelektrophorese LT055. Marker, 1. Alex/PLC CRISPR/Cas9 SCR 1, 2. Alex/PLC CRISPR/Cas9 SCR
2, 3. Alex/PLC CRISPR/Cas9 SCR 3, 4. Alex/PLC CRISPR/Cas9 SCR 4, 5. Alex/PLC CRISPR/Cas9 smRC1 LT044.1, 6. Alex/PLC
CRISPR/Cas9 smRC1 LT044.2, 7. Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO 2, 8. Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO 3, Marker, 9. Hep 3B CRISPR/Cas9
SCR A, 10. Hep 3B CRISPR/Cas9 SCR L, 11. Hep 3B CRISPR/Cas9 KO 1, 12. Hep 3B CRISPR/Cas9 KO M, 13. Alex/PLC
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Abbildung 36: Ergebnis der Gelelektrophorese LT056. Marker, 1. Hep 3B CRISPR/Cas9 KO C, 2. Hep 3B CRISPR/Cas9 KO 2, 3.
Hep 3B CRISPR/Cas9 KO 3, 4. Hep 3B CRISPR/Cas9 KO Y, 5. Hep 3B CRISPR/Cas9 KO 4, 6. Hep 3B CRISPR/Cas9 KO H, 7. Hep 3B
CRISPR/Cas9 KO E, 8. Hep 3B CRISPR/Cas9 KO 5, Marker, 9. Hep 3B CRISPR/Cas9 SCR 1, 10. Hep 3B CRISPR/Cas9 SCR 2, 11.
Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO 4, 12. Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO T, 13. Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO I, 14. Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO 5,
15. Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO E, 16. Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO 6.

Chromatogramme der DNA-Sequenzierung

130 140 150
Abbildung 37: Chromatogramm der Zelllinie SNU-475 CRISPR/Cas9 SCR Pool.

130 140 150 160

140 150 160
Abbildung 41: Chromatogramm der Zelllinie Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO Pool.
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130 140 150 160

Abbildung 50: Chromatogramm der Zelllinie Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO L.
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130 140 150 160
Abbildung 52: Chromatogramm der Zelllinie Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO 3.

AN\ AAANAANAAANAAA A AANAMAAANAAAA AN

130 140 160
Abbildung 53: Chromatogramm der Zelllinie Alex/PLC CRISPR/Cas9 KO 4.

130 140 150 160

130 140 150 160
Abbildung 59: Chromatogramm der Zelllinie Hep 3B CRISPR/Cas9 SCR Pool.
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130 140 150 160
Abbildung 60: Chromatogramm der Zelllinie Hep 3B CRISPR/Cas9 KO Pool.
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Abbildung 61: Chromatogramm der Zelllinie Hep 3B CRISPR/Cas9 SCR L.

130 140 150 160
Abbildung 62: Chromatogramm der Zelllinie Hep 3B CRISPR/Cas9 KO 1.
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Abbildung 64: Chromatogramm der Zelllinie Hep 3B CRISPR/Cas9 KO C.
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Abbildung 65: Chromatogramm der Zelllinie Hep 3B CRISPR/Cas9 KO 2.

Abbildung 67: Chromatogramm der Zelllinie Hep 3B CRISPR/Cas9 KO Y.
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Abbildung 68: Chromatogramm der Zelllinie Hep 3B CRISPR/Cas9 KO 4.
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Abbildung 71: Chromatogramm der Zelllinie Hep 3B CRISPR/Cas9 KO 5.
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Abbildung 72: Chromatogramm der Zelllinie Hep 3B CRISPR/Cas9 SCR 1.
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Abbildung 73: Chromatogramm der Zelllinie Hep 3B CRISPR/Cas9 SCR 2.

Cr-Werte der RT-qPCRs

Tabelle 48: Ergebnisse der RT-qPCR 1/2 der Zelllinien Alex/PLC CRISPR/Cas9.

Nr. |Zelllinie | Crsmrci(1) | Cr,smrc1(2) [ SD(Cr, smre1) | Cr, cappu(1) | Cr, carou(2) | SD(Cr, carpn)
1|SCRO 22,951 22,950 0,001 20,731 21,094 0,256
2|SCRP 23,880 24,089 0,148 18,212 18,697 0,343
3[SCRA 24,975 25,079 0,074 20,693 20,708 0,010
4|KOL 23,474 23,568 0,067 17,979 18,783 0,568
5(KO I 22,835 23,121 0,202 20,066 19,711 0,252

Tabelle 49: Ergebnisse der RT-qPCR 1/2 der Zelllinien Hep 3B CRISPR/Cas9.

Nr. | Zelllinie | Crsmre1(l) [ Cr, smre1(2) [ SD(Cr, smre1) | Cr, capou(1) | Cr, capou(2) | SD(Cr, carou)
6(SCRA 25,729 25,748 0,014 22,593 23,241 0,458
7|(SCRL 24,680 24,714 0,024 21,730 21,772 0,030
8|koc 23,487| 23,541 0,038]  20957] 20,965 0,006
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Nr. |Zelllinie | Cr,smrc1(1) | Cr,smrc1(2) | SD(Cr, smre1) | Cr, cappH(1) | Cr, capon(2) | SD(Cr, caroH)
9|1KO M 24,892 24,975 0,059 21,763 21,411 0,249
10| KOY 23,457 23,550 0,066 18,818 22,200 2,392

Tabelle 50: Ergebnisse der RT-qPCR 2/2 der Zelllinien Alex/PLC CRISPR/Cas9.

Nr. | Zelllinie |Crsmrci(1) | Cr,smrc1(2) | SD(Cr, smrc1) | Cr, appu(1) | Cr,capon(2) | SD(Cr, GaroH)
1|SCRO 24,523 24,325 0,140 19,306 19,138 0,119
2|SCRP 23,962 24,108 0,103 19,453 19,503 0,035
3|SCRA 24,210 24,185 0,018 19,634 19,802 0,119
4| KO L 24,432 24,725 0,208 19,872 19,940 0,048
5(KO I 23,933 23,947 0,010 19,588 19,595 0,005
6|KOT 24,656 24,621 0,025 19,888 19,969 0,057
7/KOT 23,140 23,178 0,027 19,344 19,593 0,176
8| KOE 23,418 23,624 0,146 19,774 19,827 0,038
9/KOE 24,049 24,210 0,114 19,653

Tabelle 51: Ergebnisse der RT-qPCR 2/2 der Zelllinien Hep3B CRISPR/Cas9.

Nr. |Zelllinie | Cr,smrc1(1) | Cr,smrci(2) | SD(Cr, smre1) | Cr,cappH(1) | Cr, cappr(2) | SD(Cr, carpn)
10|SCR A 24,439 24,351 0,062 19,517 19,836 0,225
11|SCR L 24,647 24,472 0,123 20,372 20,388 0,011
12| KO C 23,875 24,315 0,311 20,295 20,520 0,159
13|KOH 24,700 24,731 0,022 20,106 20,162 0,040
14| KOH 24,835 24,833 0,002 20,079 20,156 0,054
15|KOE 25,124 25,134 0,007 21,079 21,207 0,090
16 |[KOE 24,754 24,953 0,140 20,857 20,964 0,076
17|KOM 24,072 24,023 0,035 20,633 20,735 0,072
18| KOY 24,347 24,458 0,078 20,054 20,072 0,013

Bilder des Kolonie-Bildungs-Assay

Abbildung 74: Kolonie-Bildungs-Assay der Zelllinien Alex/PLC CRISPR/Cas9 SCR. 1. SCR O, 2. SCR P, 3. SCR A.
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Abbildung 75: Kolonie-Bildungs-Assay der Zelllinien Alex/PLC CRISPR/Cas9 smRC1.4.KOL,5.KO1,6.KOT, 7. KO E.

Abbildung 77: Kolonie-Bildungs-Assay der Zelllinien Hep 3B CRISPR/Cas9 smRC1. 10. KO C, 11. KO H, 12. KO E, 13. KO M, 14.
KOY.
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  V  ( DNA ) =   m ( DNA )  c ( DNA )


  V  ( RNA ) =   m ( RNA )  c ( RNA )


   2  − ( ∆ ∆  C T )
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  ∆  C T
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