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Zusammenfassung

Die autosomal-rezessive Osteopetrose (ARO) ist eine schwere, erblich bedingte
Knochenerkrankung, die auf den Verlust der osteoklastenvermittelten Knochen-
resorption zurickzufithren ist. Eine Ursache dieses Osteoklastendefekts sind Mu-
tationen im CLCN7-Gen, das fiir den Cl'/H*-Austauscher CIC-7 codiert. Da Osteo-
klasten von hidmatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen (HSPCs) abstammen,
kann ARO mittels allogener Stammzelltransplantation geheilt werden. Jedoch ist
diese Therapie mit einer hohen Mortalitiatsrate assoziiert und oftmals sind keine
passenden Spender verfiigbar. Die autologe Transplantation von mittels Genom-
editierung korrigierten HSPCs konnte die Therapie der ARO verbessern. Fir die
Etablierung eines solchen Behandlungsansatzes wurde hier zunichst ein ARO-
Krankheitsmodell entwickelt, da aufgrund der Seltenheit der Erkrankung und des
jungen Alters der Patienten die HSPCs nicht in ausreichendem Ma@ fiir Forschungs-
zwecke zur Verfiigung stehen. Hierfiir wurden mononukledre Zellen des periphe-
ren Blutes eines Patienten mit CLCN7-bedingter ARO zu induzierten pluripoten-
ten Stammzellen (iPS) reprogrammiert, die anschliefend zu Osteoklasten differen-
ziert wurden. Diese waren nicht in der Lage Knochen zu resorbieren und spie-
gelten so den zelluliren Phinotyp der Osteopetrose wider. Mithilfe dieses iPS-
basierten Krankheitsmodells als auch mit HSPCs gesunder Kontrollspender wurden
neue CRISPR/Cas9-basierte gentherapeutische Strategien fiir ARO entwickelt und
getestet. Durch die Anwendung optimierter Protokolle zur CRISPR/Cas9-Genom-
editierung konnten sowohl iPS als auch HSPCs selektionsfrei hocheffizient gezielt
genetisch verdandert werden. Dariiber hinaus konnte durch die heterozygote Korrek-
tur der pathogenen Mutation der Patienten-iPS die Knochenresorptionsfunktion der
Osteoklasten partiell wiederhergestellt werden. In dieser Arbeit wurden die Grund-
lagen fiir eine somatische Gentherapie der CLCN7-bedingten ARO geschaffen, die es
in Zukunft weiterzuentwickeln gilt.






Abstract

Autosomal recessive osteopetrosis (ARO) is a severe hereditary bone disease caused
by lacking osteoclast-mediated bone resorption. One reason for this osteoclast de-
fect are mutations in the CLCN7 gene coding for the CI//H*-exchanger CIC-7. Since
osteoclasts develop from hematopoietic stem and progenitor cells (HSPCs), allogeneic
HSPC transplantation is a curative treatment for ARO. However, HSPC transplan-
tation is associated with high mortality and often no suitable donors are available.
Autologous transplantation of HSPCs corrected by genome editing could improve
the treatment of ARO. Due to the rarity of the disease and the patient’s young age,
HSPCs are not sufficiently available for research. Therefore, an ARO disease model
was developed. Peripheral blood mononuclear cells of a patient with CLCN7-related
ARO were reprogrammed into induced-pluripotent stem cells (iPSCs) and differen-
tiated into osteoclasts. These patient osteoclasts lost their bone resorption capacity,
thus recapitulating the cellular ARO phenotype. Patient-derived iPSCs and HSPCs
from healthy control donors were used to develop and test novel CRISPR/Cas9-based
gene therapeutic approaches for ARO. Highly efficient targeted genome editing was
achieved in both iPSCs and HSPCs using optimized protocols for CRISPR/Cas9-based
genome editing. Heterozygous correction of the pathogenic mutation in patient-
derived iPSCs partially restored bone resorption of the iPSC-derived osteoclasts.
Taken together, this work lays the foundation for a somatic gene therapy for CLCN7-
related ARO, which is to be developed further in future.
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1 Einleitung

1.1 Knochen

Die Knochen des menschlichen Skeletts dienen als formgebendes und stabilisieren-
des Stiitzgeriist des Korpers. Sie ermoglichen die Fortbewegung, indem sie als Ver-
ankerungspunkt und damit als Hebel fiir die Skelettmuskulatur dienen. Dariiber
hinaus iibernehmen Knochen eine wichtige Schutzfunktion fiir innere Organe und
Weichteile, wie das Gehirn, und bilden den Ort der Hdmatopoese, das Knochen-
mark in der Knochenmarkshéhle. Knochengewebe besteht zum Grofiteil aus mine-
ralisierter Extrazellularmatrix, die sich vorwiegend aus Kollagenfibrillen (Kollagen
Typ I) und mikrokristallinem Hydroxyapatit (Caig (PO4)s (OH)9) zusammensetzt. So-
mit sind die Knochen aulerdem ein wichtiger Mineralienspeicher, insbesondere fiir
Calcium- und Phosphationen (Seeman und Delmas|[2006; Standring 2015).

Makroskopisch liegt Knochengewebe entweder in kompakter oder spongioser Form
vor. Kompakter Knochen befindet sich meist nur in der dulleren Schicht der Knochen-
rinde (Kortex), in der die Kollagenfibrillen in Schichten (Lamellen) konzentrisch
in Form von Osteonen um sogenannte Havers-Kanile angeordnet sind. In der
Spongiosa des Knocheninneren liegen die Lamellen fldchig in Knochenbélkchen (Tra-
bekeln) vor. Zwischen den Trabekeln befinden sich Hohlrdume, die mit Fett und dem
blutbildenden Knochenmark gefiillt sind (Lillmann-Rauch/2009; Standring|2015).

1.1.1 Osteoblasten und Osteozyten

Die knochenbildenden Zellen des Knochengewebes sind quaderformige Osteoblasten.
Gemal ihrer Funktion finden sich die Osteoblasten vor allem auf freien knochernen
Oberflachen im Inneren des Knochens oder auflen unter der knochenumgebenden
Kollagenschicht, dem Periost. Wie die meisten Zellen des Knochengewebes stammen
Osteoblasten von mesenchymalen Stammzellen (MSCs) ab, die sich unter dem Ein-
fluss verschiedener Wachstumsfaktoren (z. B. ,bone morphogenetic protein 2, BMP-
2) in Osteoprogenitorzellen und dann zu Osteoblasten entwickeln. Die Aufgabe der



1 Einleitung

Osteoblasten besteht in der Kollagensynthese sowie der Steuerung der Knochen-
mineralisation zur Knochenbildung (Neve et al. 2011} [Katsimbri/2017). Die in den
Osteoblasten gebildeten Kollagene werden zusammen mit einer Vielzahl von Pro-
teoglykanen und anderen Proteinen, wie z. B. dem calciumbindenden Osteocalcin, in
die Extrazellularmatrix des neu entstehenden Knochengewebes sezerniert. Fiir die
Mineralisation werden Osteoblastenauslaufer (Matrixvesikel) in die Extrazellulér-
matrix abgeschniirt, die reich an alkalischer Phosphatase und calciumbindenden
Molekiilen sind. Dadurch kommt es zur lokalen Anreicherung von Calcium- und
Phosphationen, die wiederum zur Bildung kleiner, wachsender Kristallisationskerne
fithrt. Grofer gewordene Hydroxyapatitkristalle zerreil3en die Membran der Matrix-
vesikel schlieBlich und lagern sich an die Kollagenfibrillen der Extrazellularmatrix
an, wo sie weiter wachsen und somit die gesamte neu gebildete Knochenmatrix (Os-
teoid) mineralisieren (Kornak|2011; [Florencio-Silva et al.|2015; [Katsimbri/|2017).

Neben der Knochenbildung regulieren Osteoblasten auch den Knochenabbau, in-
dem sie die Differenzierung und Aktivierung der knochenabbauenden Osteoklas-
ten (siehelAbschnitt 1.1.2) iiber die Wachstumsfaktoren M-CSF (,macrophage colony-
stimulating factor®), RANKL (,receptor activator of nuclear factor-xB ligand®) und

Osteoprotegrin steuern (Kornak und Mundlos|2003}; Standring|2015).

Der Grofteil der Osteoblasten geht nach der Bildung des Osteoids durch Apoptose zu-
grunde. Einige Osteoblasten konnen der Apoptose allerdings entgehen und in einen
inaktiven Zustand iibergehen. Diese deutlich flacheren Zellen werden Knochen-
saumzellen (,bone lining cells“) genannt und konnen bei erneuter Aktivierung der
Knochenbildung wieder in den aktiven, knochenbildenden Osteoblastenzustand zu-
rickkehren (Lillmann-Rauch!/2009).

Wenn Osteoblasten in der neugebildeten Knochenmatrix verbleiben und dort durch
die Mineralisation des Osteoids schlieBlich eingemauert werden, konnen sie sich aber
auch zu Osteozyten entwickeln. Osteozyten sind die langlebigsten und haufigsten
Knochenzellen. Der Osteozyt ist vollstandig von mineralisierter Knochenmatrix um-
geben, liegt jedoch in einer mit Kollagenfibrillen und interstitieller Fliissigkeit ge-
fiillten, nicht mineralisierten Knochenhohle, die er fast vollstindig ausfiillt. Osteo-
zyten haben eine dendritische Morphologie und bilden lange Auslaufer, die iiber Gap
Junctions mit benachbarten Osteozyten oder Zellen auf der Knochenoberflache (Os-
teoblasten, Knochensaumzellen) verbunden sind, wodurch ein dichtes Netzwerk aus
Osteozyten- und Knochenkanilchen (Canaliculi) entsteht (Clarke|2008; Xiao et al.
2016). Dieses Netzwerk erlaubt den Nahrstoffaustausch, den Kontakt und die Kom-
munikation zu benachbarten Osteozyten sowie zu Zellen auf der Knochenoberfliche.
Aus Osteoblasten entwickelte Osteozyten konnen nur in sehr kleinem Umfang neue
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Knochenmatrix bilden. Vielmehr detektieren sie Druck und Belastung, die auf den
Knochen wirken, und regulieren den Knochenumbau zur Anpassung der Knochen-
struktur an die mechanische Beanspruchung (Florencio-Silva et al.|2015).

1.1.2 Osteoklasten

Osteoklasten (OKs) sind mehrkernige groBle Zellen, die die einzigen bekannten
knochenabbauenden Zellen des Korpers sind. Osteoklasten entwickeln sich aus der
Monozyten-/Makrophagen-Linie der hdmatopoetischen Stammzellen (HSCs) durch
Fusion mononukleéirer Priosteoklasten (siehe Schema der Osteoklastogenese in
[Abb.1.1). HSCs differenzieren zunichst unter Einfluss des Transkriptionsfaktors
PU.1 zu myeloiden Vorlauferzellen (CMPs, ,,common myeloid progenitors®), die sich
weiter zu CD14* Monozyten entwickeln. Unter Einfluss des Wachstumsfaktors
M-CSF, der unter anderem von Knochenmarkstromazellen und Osteoblasten sezer-
niert wird, differenzieren Monozyten zu Osteoklastenvorlaufern (Shalhoub et al.
2000; Kornak und Mundlos||2003; [Boyle et al.|2003). M-CSF bindet an den Rezeptor
c-FMS auf der Zelloberfliche der Monozyten und Osteoklastenvorlduferzellen, wo-
durch die Proliferation, die weitere Differenzierung und das Uberleben dieser gefor-
dert wird. Des Weiteren induziert M-CSF die Expression des Rezeptors RANK (,re-
ceptor activator of nuclear factor-xB“) auf der Zelloberfldche sich entwickelnder Os-
teoklastenvorlaufer (Arai et al. [1999; Edwards und Mundy 2011). Der Ligand von
RANK (RANKL) ist neben M-CSF der zweite essenzielle Wachstumsfaktor fiir die
Osteoklastendifferenzierung und -funktion. Er wird als membranstéindiges Prote-
in hauptsichlich von Osteoblasten, Osteozyten, Stromazellen und Lymphozyten ge-
bildet (Kawai et al.|2006; Nakashima und Takayanagi| 2011} Florencio-Silva et al.
2015), mithilfe von Matrixmetalloproteinasen (MMPs) kann jedoch auch eine l6sliche
Form von RANKL abgespalten werden (Ono und Nakashimal2018). Durch die Akti-
vierung von RANK wird die fiir die Osteoklastogenese notwendige Fusion der Pri-
osteoklasten zu Polykaryons sowie die Expression osteoklastenspezifischer Proteine
induziert. Fiir einen funktionstiichtigen Osteoklasten ist aullerdem die Reorganisa-
tion des Zytoskeletts und die Anheftung des Osteoklasten an die Knochenoberflache
notwendig. Diese Aktivierung und Polarisierung des Osteoklasten wird ebenfalls von
M-CSF und RANKL gesteuert (Boyle et al.|2003}; Mellis et al.[2011). Neben M-CSF
und RANKL produzieren Osteoblasten aber auch Osteoprotegerin (OPG), der ein so-
genannter Decoy-Rezeptor fiir RANKL ist und damit die Bindung von RANKL an
RANK verhindert. Wiahrend der osteoklastenvermittelten Knochenresorption wer-
den Wachstumsfaktoren und Calciumionen aus der Knochenmatrix freigesetzt, die
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wiederum die OPG-Produktion der Osteoblasten stimulieren. Auf diese Weise hat
das RANKL-OPG-System einen negativen Riickkopplungsmechanismus, der die Re-
gulierung der Osteoklastendifferenzierung und -aktivierung ermdoglicht (Boyce und
Xing||2008; [Kornak/2011).

HSC CMP Monozyt  Praosteoklasten Osteoklast polarisierter
(Polykaryon) Osteoklast
o o (o0 )
o o 00 0o y )
o &S !
M-CSF
PU.1 M-CSF RANKL RANKL RANKL

Abbildung 1.1: Osteoklastogenese. Unter Einfluss des Transkriptionsfaktors PU.1 und
der Wachstumsfaktoren M-CSF und RANKL entwickeln sich HSCs iiber myeloide Vorliu-
fer (CMPs), Monozyten und Priosteoklasten zu multinukleidren Osteoklasten. Die Polarisie-
rung des aktiven Osteoklasten bei Anheftung an die Knochenoberfléiche erfolgt durch die
Reorganisation des Zytoskeletts. Adaptiert von Boyle et al.|2003.

Ein aktiver, polarisierter Osteoklast, der auf der Knochenoberfliache aufsitzt und die
Knochenmatrix abbaut, ist in [Abb. 1.2l schematisch dargestellt. Durch die Umstruk-
turierung des Zytoskeletts wird das Anheften des Osteoklasten an die Knochenober-
flache ermoglicht. Dabei formen Integrine (hauptséchlich Integrin o,f33) Komplexe
mit Aktinfilamenten und bilden Podosomen aus. Die Integrine der Podosomen kon-
nen an RGD-Aminosduremotive von Proteinen der extrazelluldren Knochenmatrix
binden und den Osteoklasten somit verankern (Edwards und Mundy||2011). Diese
Podosomen sind als punktformige phalloidingefiarbte Aktinstrukturen (griin) im
VergroBlerungsausschnitt der Fluoreszenzaufnahme eines in vitro differenzierten
und gefirbten Osteoklasten in[Abb. 1.3l erkennbar. In polarisierten Osteoklasten ord-
nen sich die Podosomen als Aktinring an, der die Verbindung zwischen Osteoklast
und Knochenmatrix stabilisiert (ebenfalls sichtbar in [Abb.1.3). Durch die Ausbil-
dung des Aktinrings entsteht die sogenannte Versiegelungszone (siehe [Abb.1.2), die
die zu resorbierende Knochenmatrix unterhalb (apikal) des Osteoklasten von der
Umgebung abdichtet, um benachbarte Zellen und Matrix von dem sdure- und pro-
teasehaltigen Resorptionssekret der Osteoklasten zu schiitzen (Mellis et al.|2011).
Dariiber hinaus ermoglicht die Reorganisation des Zytoskeletts auch die Fortbewe-
gung des Osteoklasten iiber die Knochenoberfldche (Sge und Delaissé |2017). Fiir die
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung eines aktiven Osteoklasten. Der
aktive Osteoklast heftet sich iiber ayPs-Integrine an die Knochenoberflédche und bil-
det eine Versiegelungszone. Durch Fusion von Lysosomen mit der apikalen Plasma-
membran entsteht die Biirstensaummembran, und knochenabbauende Enzyme wie
MMP-9, TRAP, Cathepsin K (CTSK) werden in die entstehende Resorptionslakune
freigesetzt. Uber die V-ATPase und den Chloridtransporter CIC-7 wird Salzsiure
zur Auflosung des Hydoxyapatits in die Lakune sezerniert. Protonen werden von der
Carboanhydrase IT (CAII) bereitgestellt, Chloridionen gelangen iiber den C1//HCOg3 -
Austauscher (SLC4A2) in den Osteoklasten. Abgebaute Knochenmatrix wird an der
Biirstensaummembran iiber Endozytose aufgenommen und mittels Transzytose ba-
sal an der sekretorischen Doméne abgegeben. Adaptiert von [Kornak und Mundlos|
2003 und [Coudert et al.[2015,

Knochenresorption vergroflert der Osteoklast nach Anheften an die Knochen-
oberfliche apikal seine Zelloberflaiche durch Fusion von lysosomalen Vesi-
keln mit der Plasmamembran, wodurch die fiir Osteoklasten typische dich-
te Birstensaummembran (,ruffled border®) entsteht. Dort befinden sich vie-
le vakuolire H?*-Adenosintriphosphatasen (V-ATPasen) und CIC-7-Chlorid-
Protonen-Austauscher, sodass die Knochenmatrix unterhalb des Osteoklas-
ten durch den Transport von Protonen und Chloridionen aus dem Zellinne-
ren in den Extrazellularraum stark angesduert wird (pH 4,5) und die anor-
ganischen Hydroxapatitkristalle des mineralisierten Knochens aufgelost wer-
den (siehe [Abb.1.2] Vadndnen et al| 2000; [Supanchart und Kornak [2008).
Die Protonen fiir die V-ATPase werden durch die CarboanhydraselIl (CAII)
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bereitgestellt, indem dieses Enzym die Reaktion von Wasser und Kohlenstoff-

dioxiden zu Bicarbonaten und Protononen katalysiert (Henriksen et al.2008). Uber
einen ClI/HCOg -Austauscher (SLC4A2) werden entstandene Bicarbonate aus der
Zelle geschleust und gleichzeitig die fiir die Sdureproduktion benostigten Chlorid-
ionen in den Osteoklasten transportiert (Teti et al.|[1989). Durch die Fusion lyso-
somaler Vesikel mit der Plasmamembran werden zusitzlich Enzyme wie Cathep-
sin K (CTSK), Matrixmetalloproteinase 9 (MMP-9) und tartratresistente saure Phos-
phatase (TRAP) in die entstehende Resorptionslakune sezerniert, die die organi-
schen Knochenbestandteile wie Kollagen abbauen (Reinholt et al.|[1990; Delaissé
2003). Abgebaute Bestandteile der Knochenmatrix, inklusive Calcium- und
Phosphationen, werden apikal von Osteoklasten mittels Endozytose aufgenommen

und nach dem Prinzip der Transzytose an der basolateralen Seite in der funktionel-

len sekretorischen Doméne wieder abgegeben (Vadananen et al.[2000). An der weite-

ren Zerlegung von Abbauprodukten der Knochenmatrix in transzytotischen Vesikeln
scheint auch TRAP beteiligt zu sein (Halleen et al.|1999; Hayman|2008). TRAP bildet
zusammen mit Naphtol AS MX Phosphat und Fast Red Violet LB Salz einen roten
Farbstoff und kann somit fiir den funktionellen Nachweis dieser Zellen dienen (siehe

rote Farbung in[Abb. 1.3).

Abbildung 1.3: Fluoreszenzaufnahme eines zyto-
chemisch gefarbten Osteoklasten. Gefirbt wurden
das an Aktin bindende Phalloidin (griin), TRAP (rot)
und Nuklei (DAPI, blau) von in vitro differenzier-
ten Osteoklasten. Die Phalloidinfarbung des Osteoklas-
ten zeigt einen Aktinring entlang der Plasmamembran
sowie punktférmige Podosomen (siehe Vergroflerungs-
ausschnitt).
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Osteoklasten-vermittelte Knochenresorption kann sowohl in vitro mithilfe des
Resorptionsassays als auch in histologischen Knochenpriparaten untersucht wer-
den. Fir Ersteres werden differenzierte Osteoklasten fiir einige Tage auf Knochen-
oder Dentinscheiben kultiviert. AnschlieBend werden die Osteoklasten abgelost
und die auf der Scheibenoberfliche entstandenen Resorptionsvertiefungen der Os-
teoklasten konnen gefirbt und mikroskopisch dokumentiert werden. Beispielhafte
Aufnahmen eines solchen Resorptionsassays sind in [Abb. 1.4l dargestellt. Es lassen
sich verschiedene Formen der Knochenresorption unterscheiden. Bei der stationdren
Knochenresorption sitzt der Osteoklast auf der Knochenoberfliche auf und baut

apikal die von der Versiegelungszone gesdumte Knochenmatrix ab. Auf diese Weise

Abbildung 1.4: Formen der osteoklasten-
vermittelten Resorption. Mikroskopische Auf-
nahmen (a), (b) und 3D-Rekonstruktionen von Z-Stapeln
konfokaler Mikroskopieaufnahmen (c), (d) gefarbter
Knochenerosionen in vitro: tiefe grubenférmige (blaue
Pfeile) und kanalférmige (rote Pfeile) Resorption sowie
oberflichige Pseudoresorption (griine Pfeile). (c), (d)
modifiziert von Howaldt et al.|2020.

entstehen runde, grubenformige Vertiefungen auf der Knochenoberfldche. Durch ab-
wechselnde stationdre Resorption und Migration bzw. Ausbreitung des Zellkorpers
kann durch einen einzelnen Osteoklasten eine Ansammlung benachbarter Gruben
entstehen. Simultane Knochenresorption und Fortbewegung des Osteoklasten durch

stindige Reorganisation der Zytoskeletts, inklusive der Versiegelungszone, lassen
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hingegen Resorptionskanile entstehen. Diese Resorptionsform ist gegeniiber des
Grubenmodus aggressiver, da die Resorptionsvertiefungen oft tiefer sind, durch er-
hohte Cathepsin-K-Expression mehr Kollagenolyse erfolgt und in weniger Zeit mehr
Knochenoberflache erodiert wird (Merrild et al.|[2015; Sge und Delaissé|[2017). Neben
diesen beiden Resorptionsformen lasst sich auch eine oberflichige Knochenerosion
beobachten, die auch Pseudoresorption genannt wird. Wie in zu sehen ist,
sind die Resorptionsvertiefungen in diesem Fall weniger tief und weisen oft diffuse
Réander auf (Howaldt et al.|2020).

1.1.3 Knochenumbau

Das menschliche Skelett befindet sich zeitlebens im Umbau. Jdhrlich wird durch-
schnittlich ca. 10% der gesamten Knochenmatrix des Skeletts abgebaut und durch
neue ersetzt. Dadurch ist eine Anpassung der Knochen an verinderte mechanische
Beanspruchung sowie die Ausbesserung kleiner Schiden moglich. Dieser Knochen-
umbau ist streng reguliert und hoch organisiert und wird hauptséchlich von Osteo-
klasten und Osteoblasten bewerkstelligt. Osteoklasten und Osteoblasten bilden ei-
ne funktionelle Einheit (,bone multicellular unit®), die eine zeitliche und rdumliche
Koordination des Knochenumbaus ermoglicht (Liillmann-Rauch|2009; Kenkre und
Bassett2018).
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung des Knochenumbaus. Von HSCs abstam-
mende Osteoklasten bauen alten Knochen ab, von MSCs abstammende Osteoblasten bauen
neue, zunichst nicht-mineralisierte Knochenmatrix (Osteoid) auf, die iiber die Zeit zuneh-
mend mineralisiert. Osteoblasten werden inaktiv (Saumzellen) oder von neuer Knochenma-
trix eingemauert und zu Osteozyten. Adaptiert von Bartl und Bartl}|2017 und Sebastian und
Loots|[2018|
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Alle inneren Knochenoberflichen sind mit dem sogenannten Endost bedeckt. Neben
nicht-mineralisierten Kollagenfibrillen enthilt es eine kontinuierliche Schicht aus
ruhenden Zellen (hauptsichlich Saumzellen neben mesenchymalen Stammzellen,
Osteoprogenitorzellen, inaktiven Osteoklasten), die im Zuge des Knochenumbaus
beispielsweise durch Osteozyten aktiviert werden kénnen. Eine solche Zellschicht
befindet sich auch unterhalb des Periosts, das die duBeren Oberflachen der Kno-
chen ummantelt (Liallmann-Rauchl |2009). Aktivierte Osteoblasten und Knochen-
saumzellen regen Osteoklasten zur Differenzierung und Knochenresorption an. Die-
se fressen Bohrkanile in kompakten Knochen und flachige Gruben in die Oberfléache
von spongiosem Knochen (Parra-Torres et al.[2013). Wie in schematisch dar-
gestellt ist, setzen sich Osteoblasten auf die von Osteoklasten erodierte Knochen-
oberfliche und beginnen neue Knochenmatrix zu bilden, die zunéchst noch nicht
mineralisiert ist (Osteoid). Auf die erste Schicht Osteoblasten setzt sich dann eine
weitere Schicht neuer osteoidbildender Osteoblasten, sodass die darunter liegenden
Osteoblasten vollstdndig von Knochenmatrix umgeben werden und sich schlief8lich
zu Osteozyten entwickeln konnen (Sims und Gooi|2008). Im Laufe der folgenden Wo-
chen und Monate nimmt die Mineralisation der einzelnen Osteoidschichten durch
die wachsenden Hydroxyapatitkristalle zu. Nach erfolgtem Knochenumbau geht die
jungste Osteoblasten- und Osteoklastengeneration in den inaktiven Zustand iiber
und bildet somit das neue Endost (Lillmann-Rauch||2009).

1.2 Osteopetrose

Osteopetrose ist eine heterogene Gruppe erblich bedingter sklerosierender Knochen-
erkrankungen, die auf das Fehlen oder den Funktionsverlust von Osteoklasten zu-
rickzufithren ist. Der deutsche Radiologe Heinrich E. Albers-Schonberg beschrieb
diese Erkrankung 1904 erstmals als generalisierte Knochenerkrankung mit Ver-
dichtung und Verdickung der Knochenstruktur anhand von Réntgenaufnahmen
eines Patienten (Albers-Schonberg |1904). Seitdem wurde eine Reihe von Patien-
ten mit verschiedenen Osteopetroseformen unterschiedlich starker Ausprigungen
beschrieben (El-Tawil und Stoker||1993; Bénichou et al.|2000; [Del Fattore et al.
2006; Shamriz et al.[2017). Die schwerste Form der Osteopetrose ist die autosomal-
rezessive Osteopetrose (ARO), gefolgt von der intermedidr-autosomal-rezessiven Os-
teopetrose (IARO) bis hin zur autosomal-dominanten Osteopetrose (ADO), die mild
oder sogar asymptomatisch verlduft. Alle Osteopetroseformen sind durch eine er-
hohte Knochendichte charakterisiert, die zu briichigem Knochen und damit zu ei-
nem erhohten Frakturrisiko fiihrt (Balemans et al.||2005; Stark und Savarirayan
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2009). Wie in [Abb.1.6] zu sehen ist, finden sich in Réntgenaufnahmen des Skeletts
von Osteopetrosepatienten oft sogenannte Erlenmeyerkolben-Deformititen, Endo-
knochen (,,bone-in-bone-signs®) oder ,,Sandwich-Wirbel“, auch Deformitéaten des Schi-
dels konnen auftreten (Tolar et al|2004} [Kornak et al.[2006; Stark und Savarirayan|
2009).

Abbildung 1.6: Rontgenaufnahmen des sklerosierten Skeletts von
Patienten mit Osteopetrose. (a) Distaler Femur mit Erlenmeyerkolben-
Deformitat. (b) Phalangen der Hand mit Endoknochen (,bone-in-bone-signs®),
siehe rote Pfeile. (¢) Wirbelsdule mit ,Sandwich-Wirbeln“.

1.2.1 Heterogene Krankheitsbilder der Osteopetrose

Die schwere autosomal-rezessive Osteopetrose (ARO), auch bekannt als infantile ma-
ligne Osteopetrose (IMO), hat eine geschétzte Prévalenz von 1:250.000
'Savarirayan/2009; [Sobacchi et al.|[2013). Die ersten Krankheitssymptome treten be-
reits in utero oder in den ersten Lebensmonaten auf (Khazen et al.[1986}; Mazzolari
et al.|[2009). Neben Wachstumsretardierung zeigen Patienten meist eine stark skle-
rosierte Schidelbasis und eine typische Schiadelform mit Makrozephalus (teilweise

auch Hydrozephalus), frontalem ,Bossing“ und Exophthalmus (Del Fattore et al.
2006; [Penna et al./2019). Es kann zur Verknécherung der Knochenmarkshéhle so-
wie von Nervengéingen im Schiddel kommen. Dadurch geht Ersteres mit einer gestor-

ten Hamatopoese einher, wohingegen Letzteres zu Blindheit, Taubheit und Lahmung
verschiedener Hirnnerven in den Patienten fithren kann (Wilson und Vellodi/[2000;
Balemans et al.|[2005). Aufgrund der gestérten Himatopoese kann es zu einer verrin-

gerten Immunabwehr und damit zu rezidivierenden Infekten, schweren Andmien bis
hin zu inneren Blutungen aufgrund von Thrombozytopenie kommen (Frattini et al.

10
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2003; Wu et al.[2017). AuBBerdem kann eine kompensatorische extramedulldre Hama-
topoese und damit verbunden eine Hepatosplenomegalie beobachtet werden (Mazzo-
lari et al.[2009; Stark und Savarirayan/|2009). Im peripheren Blut der ARO-Patienten
ist zudem der Anteil der hdmatopoetischen Stamm- und Vorlduferzellen oft stark
erhoht (Steward et al. |2005). In seltenen Fillen kann es bei ursédchlichen CLCN7-
oder OSTM 1-Mutationen auch zu einer neurologischen Beteiligung kommen, die von
Krampfanfillen und Neurodegeneration geprigt ist (Steward 2003 Kasper et al.
2005} [Ott et al.||2013). Unbehandelt fiihrt diese schwere Osteopetroseform bereits
in den ersten 10 Lebensjahren zum Tod (Sobacchi et al. |2016; Penna et al. [2019).
Die Todesursachen sind meist auf Komplikationen des Knochenmarksversagens wie
innere Blutungen, schwere Andmie und lebensbedrohliche Infektionen zuriickzufiih-
ren (Tolar et al.|2004; De Vernejoul und Kornak|2010).

Bisher wurden nur wenige Féille mit intermediédr-autosomal-rezessiver Osteopetro-
se (IARO) beschrieben (Campos-Xavier et al.|[2003; Balemans et al.[|2005; Pangrazio
et al.[[2010; Pang et al.2016). Alle sind auf homo- oder heterozygote Mutationen
im CLCN7-Gen zuriickzufiihren (siehe [Abschnitt 1.2.2.1), die zu milderen Sympto-
men als bei ARO fiihren (Balemans et al./[2005; [Sobacchi et al./[2016)). Neben den
radiographischen Auffilligkeiten, wie der erhohten Knochendichte, und der grofle-

ren Frakturempfindlichkeit zeigen die Patienten keine oder nur milde Andmien und
hamatologische Einschriankungen (Campos-Xavier et al.|2003} Pangrazio et al.|2010).
Im Vergleich zur autosmal-dominanten Osteopetrose (ADO) treten die Symptome je-
doch friiher, bereits in den ersten Lebensjahren auf, die Patienten haben aber eine
normale Lebenserwartung (Frattini et al.2003;|[Sobacchi et al.|2016).

Die benigne Form der Osteopetrose ist die autosomal-dominante Osteopetrose
Typ II (ADOII, auch Albers-Schonberg-Erkrankung genannt). ADO tritt deutlich
haufiger als ARO und IARO auf, die Pravalenz liegt bei 1:20.000 (Palagano et al.
2018; [Penna et al.[|2019). Die klinische Manifestation dieser Osteopetroseform ist
hoch variabel. Die Diagnose der Erkrankung wird meist erst im spiten Kindes- oder
Jugendalter gestellt, bei einem sehr milden bis asymptomatischen Verlauf kann es
jedoch auch deutlich spéter bei einer Rontgenuntersuchung zu einem zufilligen Be-
fund kommen (Balemans et al.|2005} [Kornak et al.[[2006; Waguespack et al.|2007).
Die Osteosklerose fillt milder aus als bei ARO, charakteristisch sind jedoch eine ho-
he Frakturrate sowie ,Sandwich-Wirbel“ und Endoknochen (siehe Bénichou
et al.|[2000; [Cleiren et al.|[2001; Kornak et al.|[2006). Leichte bis schwere hdmato-
logische Beeintriachtigungen treten bei einigen, aber nicht bei allen ADO-Patienten
auf (Del Fattore et al.[2006; Pang et al.[2016). Selten sind Nervenkompressionen und
damit einhergehend visuelle Einschrankungen (Sobacchi et al.[2016). Zudem kann
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meistens von einer normalen Lebenserwartung ausgegangen werden (Stark und Sa-

varirayan|2009).

Friither wurde eine weitere benigne Form der ADO zugeordnet (ADOI). Da jedoch
nachgewiesen werden konnte, dass diese Erkrankung auf eine Gain-of-Function-
Mutation des LRP5-Gens in Osteoblasten zuriickzufiihren ist und nicht auf einen
Osteoklastendefekt, wird sie seitdem den Hyperostosen anstatt den Osteopetrosen
zugeordnet (Van Wesenbeeck et al.[[2003; Del Fattore et al.|[2008).

1.2.2 Pathogenese der osteoklastenreichen Osteopetrose

Bisher wurden mindestens 18 betroffene Gene im Zusammenhang mit Osteopetrose
beschrieben (Palagano et al.|2018). Pathogene Mutationen in Genen, die fiir die Dif-
ferenzierung der Osteoklasten entscheidend sind, wie beispielsweise RANK, RANKL
oder CSF1R (M-CSF-Rezeptor), fithren zu einer osteoklastenarmen Osteopetrose.
Auf diese Osteopetroseform wird im Folgenden jedoch nicht ndher eingegangen.
Der Grofiteil der pathogenen Mutationen lisst sich der osteoklastenreichen Osteo-
petrose zuordnen. Bei dieser Osteopetroseform sind Osteoklasten zwar in ausrei-
chender oder sogar erh6hter Anzahl vorhanden, sie sind jedoch in ihrer Resorptions-
funktion gestort (Del Fattore et al.|[2006; Villa et al./2008). Pathogene Mutationen
in bisher 13 beschriebenen Genen kénnen mit einer Beeintriachtigung der Polari-
sierung des Osteoklasten (Ausbildung der Biirstensaummembran), des vesikuldren
und lysosomalen Transports und/oder einer Sekretion von knochenabbauenden Sub-
stanzen, wie Sdure und Enzyme, in Zusammenhang gebracht werden. Dies fiihrt
zu einer Storung oder gar einem Verlust der osteoklastenvermittelten Knochen-
resorption (Villa et al. |2008; Sobacchi et al.||2013; [Palagano et al. [2018). Die Mehr-
heit aller ARO- und ADOII-Erkrankungen beruht auf Mutationen im TCIRGI oder
CLCN7-Gen (siehe [Abschnitt 1.2.2.1). Die Halfte der Patienten mit ARO weist ein
mutiertes TCIRG1-Gen auf, wihrend 13-17% der Erkrankungen durch Mutationen
im CLCN7-Gen verursacht werden (Kornak et al.|2000; Frattini et al.|2003} Palaga-
no et al.|[2018). Heterozygote Mutationen im CLCN7-Gen sind auch der Grund fiir
ADOII-Erkankungen (Cleiren et al.[2001}; [Kornak et al.|2006; Butscheidt et al.[|2018).

1.2.2.1 TCIRG1- und CLCN7-bedingte ARO

TCIRG1 codiert fur die a3-Untereinheit der V-ATPase und wird besonders hoch in
Membranen von Osteoklasten und Parietalzellen des Magens exprimiert (Sobacchi
et al.||2013}; Palagano et al.[2018). Unter Verbrauch von Adenosintriphosphat (ATP)
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1.2 Osteopetrose

pumpt die V-ATPase Protonen aus dem Zytoplasma in den Extrazellularraum (z. B.
Resorptionslakune der Osteoklasten) sowie in intrazelluldre Kompartimente, wie En-
dosomen, Lysosomen und sekretorische Vesikel (Kornak et al.[2000; Xu et al.|[2007).
Im Zusammenspiel mit dem Chloridtransporter CI1C-7 (siehe und néchster
Abschnitt) wird somit Salzsdure in die intra- und extrazelluldren Lumen sekretiert,
wodurch dort der pH-Wert reguliert wird. Wie in dargestellt ist, besteht die
V-ATPase aus zahlreichen Untereinheiten, die sich in zwei funktionelle Doménen

gliedern. Die Vi-Doméne auf der zytoplasmatischen Seite ist fiir die Spaltung des
ATP zum Zweck der Energieiibertragung zustéindig, wihrend der eigentliche Pro-
tonentransport durch die membranstéindige Vo-Doméne bewerkstelligt wird
2007). Die Untereinheit TCIRG1 (a3) wird der Vy-Doméne zugeordnet, verbindet die-
se mit V; und ist unerlésslich fiir den erfolgreichen Protonentransport
2012).

V-ATPase

ADP + P,

CLC-7/0STM1

1 zytosol.
Domane

100 () (
OO

Lumen 2CIF 2CI

H+

Abbildung 1.7: Modelle der vakuolaren H*'-ATPase und des CIC-7/0STMI1-
Transporters. Die ATP-getriebene Protonenpumpe gliedert sich in eine zytosolische
Vi-Domine und eine membranstindige Vog-Doméne. Die Untereinheit a3, codiert vom
TCIRG1-Gen, zdhlt zur Vy-Doméne und verbindet diese mit V;. ATP wird durch V; gespalten,
die Protonentranslokation erfolgt durch V, unter Beteiligung von a3. Adaptiert von Forgac
12007 und [Jefferies et al.|2008. Der homodimere C1C-7/0OSTM1-Chlorid-Protonen-Antiporter
besteht aus zwei C1C-7 a-Untereinheiten, die jeweils die 3-Untereinheiten OSTM1 binden. Je-
de der CIC-7 Untereinheiten hat ein aktives Zentrum fiir den Austausch von 2 Chloridionen
und einem Proton.
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1 Einleitung

Bis heute wurden iiber 120 verschiedene TCIRG1-Mutationen in ARO-Patienten be-
schrieben, darunter Missense- sowie Stopmutationen, kleine Insertionen oder De-
letionen, groBe genomische Deletionen und Spleidefekte (Del Fattore et al.|2006;
Palagano et al|2018). Die Osteoklastenanalyse von ARO-Patienten mit TCIRGI-
Mutationen zeigte, dass die funktionstiichtige V-ATPase in Osteoklasten nicht nur

fiir die Azidifizierung der Resorptionslakune zum Abbau der anorganischen Bestand-
teile der Knochenmatrix notwendig ist, sondern auch fiir den Vesikeltransport und
damit die Ausbildung der Biirstensaummembran in aktiven Osteoklasten (Sobac-
cchi et al.|[2013). In vitro differenzierte Osteoklasten von ARO-Patienten mit einem
TCIRGI-Defekt sind haufig groBBer und haben mehr Nuklei (Taranta et al.[2003), kon-
nen sich an die Knochenoberflache anheften und bilden einen Aktinring aus
rich et al. [1991; Del Fattore et al.|2008), jedoch ist die Ausbildung der Biirsten-
saummembran gestort. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass TCIRG1-defekte

Osteoklasten in vitro eine reduzierte Resorptionsfiahigkeit aufgrund verringerter
Protonensekretion aufweisen (Taranta et al.[2003; Del Fattore et al.|2006).

Lumen
O O _
P ~ - " o
' <
g { |
ok
. Zytosol
’ ytoso
NH, COOH @

Bindungsstellen fir CI"©

Abbildung 1.8: Membrantopologiemodell von CIC-7. C1C-7 besteht aus
18 trans- bzw. intramembranen a-Helices (A-R, griin) sowie zwei zytosoli-
schen CBS-Doménen (grau). Bindungsstellen fiir Chloridionen sind in Rot
dargestellt. Adaptiert von |Dutzler et al.|2002,

CIC-7 ist ein spannungsgesteuerter 2Cl/H*-Antiporter der CIC-Chloridkanal-
Genfamilie in Sdugetieren und wird vom CLCN7-Gen codiert (Brandt und Jentsch/

1995; |Graves et al.[2008; [Leisle et al.[2011). Dieser Chloridtransporter wird ubi-
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1.2 Osteopetrose

quitiar schwach exprimiert, hohe Proteinlevel konnten jedoch u.a. im Gehirn, im
Riickenmark, im Auge, in der Niere sowie in Osteoklasten der Maus indirekt mit-
tels X-Gal- und [-Galaktosidasefdrbung nachgewiesen werden (Kornak et al. 2001;
Wartosch et al.|2009). Intrazellulédr ist C1C-7 in Lysosomen, spiten Endosomen und
in Osteoklasten ebenfalls in der Biirstensaummembran lokalisiert (Kornak et al.
2001; Stauber et al.[|2012). Zusammen mit der vakuoldren H*-ATPase gewahrleis-
tet dieser Chloridtransporter die elektroneutrale Azidifizierung von intrazelluldren
Vesikeln sowie der extrazellularen Resorptionslakune und ist somit am lysoso-
malen Proteinabbau sowie der Knochenresorption beteiligt (Jentsch und Pusch
2018). Der Chloridtransporter ist ein Homodimer aus zwei CIC-7-Proteinen (siehe
[Abb.1.7), die jeweils aus 18 Trans- bzw. Intramembranhelices sowie zwei zytoso-
lischen Cystathionin-3-Synthase-dhnlichen CBS-Domé&nen am Carboxyterminus
bestehen (siehe Dutzler et al.|[2002; Feng et al|2010). Zudem binden die
CIC-7 a-Untereinheiten jeweils die essenzielle -Untereinheit OSTM1, die aus ei-
ner Transmembrandoméne besteht. Es wird davon ausgegangen, dass CIC-7 und
OSTM1 sich gegenseitig stabilisieren, da durch den Verlust von CIC-7 oder OSTM1
auch die Proteinexpression des jeweils anderen Bindungspartners stark reduziert
ist. CIC-7 weist keine N-Glykosylierung auf, wahrend OSTM1 hoch glykosyliert ist
und damit den Proteinkomplex im sidure- und proteasereichen lysosomalen Lumen
schiitzt (Lange et al.|[2006; [Leisle et al. 2011). Wo OSTM1 an CIC-7 bindet und
welche Aminosduren an dieser Bindung beteiligt sind, konnte bisher noch nicht
vollstindig geklirt werden, weshalb [Abb. 1.7l nur als eine modellhafte Darstellung
des CIC-7/0STM1-Komplexes verstanden werden sollte.

Das humane CLCN7-Gen liegt auf Chromosom 16, enthilt eine codierende Regi-
on von 2418 bp, die sich in 25 Exons gliedert und die 805 Aminosduren des CIC-7-
Proteins codiert (NM_001287.6, Kornak et al.|1999). Mutationen entlang des gesam-
ten Gens, die mit einer Storung oder dem Verlust der Funktion von CIC-7 einher-
gehen, sind mit Osteopetrose aller Schweregrade assoziiert (Del Fattore et al.[2006;
Pangrazio et al.[|2010;[Supanchart et al.[2014)). Biallelische Mutationen (Homozygotie
oder Compound-Heterozygotie) fithren zur schwersten Osteopetroseform (ARO), wo-
hingegen dominant-negative CLCN7-Mutationen die Ursache fiir asymptomatische
bis milde ADOII sind (Balemans et al.|[2005; Kornak et al. [2006; [Villa et al. [2008;
Butscheidt et al.|2018). Im Gegensatz zu TCIRGI1-bedingter ARO koénnen Muta-
tionen im CLCN7- und OSTM1-Gen auch die neurodegenerative Form der ARO in
Kombination mit einer lysosomalen Speicherkrankheit hervorrufen, bei der neben
den klassischen Symptomen der Osteopetrose auch Retina- und Neurodegeneration
auftreten (Steward|[2003; [Kasper et al.|2005; Ott et al.|[2013; Weinert et al.|[2014).
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1 Einleitung

Der zelluldre Phéanotyp dhnelt dem der TCIRGI-bedingten Osteopetrose. Es wur-
den morphologisch unauffillige, aber auch vergriéfB3erte Osteoklasten beschrieben, die
sich an die Knochenoberfliche anheften konnen und einen Aktinring, jedoch keine
Biirstensaummembran ausbilden. Osteoklasten von Patienten mit CLCN7-bedingter
Osteopetrose zeigen in vitro eine verringerte Sauresekretion und eine beeintréachtigte
bis fehlende Knochenresorptionsaktivitiat (Kornak et al.|2001,, 2006} Neutzsky-Wulff
et al.|2008).

1.2.3 Behandlung der Osteopetrose

Bisher ist die einzige kurative Behandlungsmoglichkeit der Osteopetrose die allogene
hamatopoetische Stammzelltransplantation (HSCT). Da Osteoklasten hiamatopoe-
tischen Ursprungs sind, konnen sich nach erfolgreichem Anwachsen (Engraft-
ment) des allogenen Transplantats funktionelle Osteoklasten aus den hiamatopoe-
tischen Stamm- und Vorlauferzellen des Spenders entwickeln, sodass die Knochen-
resorptionsfihigkeit und der Knochenumbau wiederhergestellt sind (Penna et al.
2019). Diese Behandlungsmoglichkeit eignet sich jedoch nicht fiir Osteopetrose,
die durch RANKL-Mutationen hervorgerufen wird, da ohne den von Osteoblasten
produzierten Wachstumsfaktor keine Osteoklasten entstehen konnen und Osteo-
blasten sich nicht aus hématopoetischen, sondern mesenchymalen Stammzellen
entwickeln (Lo Iacono et al.[2012). Auch fiir die CLCN7- und OSTM 1-bedingte neuro-
degenerative ARO ist diese Therapie kontrainduziert, da die HSCT keinen Einfluss
auf osteoklastenunabhingige Schiden des zentralen Nervensystems hat (Steward
2003; [Schulz et al.[[2016). Fir diese Osteopetroseformen gibt es folglich derzeit kei-
ne Heilungsmoglichkeit. Ob eine HSCT durchgefithrt wird, hingt auflerdem vom
Schweregrad der Erkrankung ab, da die HSCT mit einem hohen Morbiditats- und
Mortalitatsrisiko assoziiert ist. Deshalb werden milde Osteopetroseverliaufe meist
nur symptomatisch behandelt, wie z.B. Frakturbehandlung und Transfusionen
bei Andmie. Die hiufigsten Komplikationen bei der HSCT sind Transplantat-
versagen (Engraftment-Komplikationen) und die Graft-versus-Host-Reaktion. In
einer Studie von 2015 mit 193 ARO-Patienten lag die Langzeitiiberlebensrate
nach einer HSCT mit einem humanen Leukozytenantigen (HLA)-identischen
Geschwisterspender bei 62%, wihrend Transplantationen mit einem nicht iden-
tischen HLA-Spender oder einem HLA-identischen nicht verwandten Spender mit
einer Uberlebensrate von rund 40% assoziiert war (Orchard et al. 2015). Durch
die Verbesserung der Behandlung konnte die Mortalitatsrate in den letzten Jah-
ren jedoch auf unter 20% gesenkt werden. Fiir den Erfolg der Behandlung mittels
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HSCT ist es neben der HLA-Ubereinstimmung von Spender und Empfinger aufler-
dem wichtig, die Transplantation so frith wie méglich durchzufithren (bestenfalls in
den ersten 12 Lebensmonaten). Zum einen sind Nervenschidigungen, die z. B. mit
Blind- und Taubheit einhergehen, irreversibel, zum anderen verschlechtert sich die
Chance auf ein erfolgreiches Engraftment mit zunehmendem Alter der Patienten, da
die Stammzellnische zunehmend beschidigt wird (Sobacchi et al.|2013). Aufgrund
des Mangels an passenden Stammzellspendern sowie den Risiken, die mit einem
allogenen Transplantat einhergehen, ist es wichtig auch alternative Behandlungs-

strategien zu erforschen und zu entwickeln.

1.3 CRISPR/Cas9-System

Das CRISPR/Cas9-System (,Clustered Regularly-Interspaced Short Palindromic
Repeats (CRISPR)/CRISPR-associated system 9 (Cas9)“) hat seit der erstmaligen
Veroffentlichung tuber dessen Anwendung fiir Genomeditierung im Jahr 2012 vie-
le Forschungsbereiche revolutioniert (Jinek et al. 2012; |Cong et al.|[2013; Mali
et al.|2013b; Doudna und Charpentier|[2014). Im Gegensatz zu klassischen Gen-
manipulationsmethoden, die ineffizient und zeitaufwendig sind, lassen sich mithilfe
des CRISPR/Cas9-Systems zielgerichtete genetische Modifikationen schnell, effizi-
ent und einfach umsetzen (Gaj et al.[|2013). Diese Technologie basiert auf der Nu-
klease Cas9, die am gewiinschten Genlokus einen DNA-Doppelstrangbruch (DSB)
einfiigt. Uber eine programmierbare, lokusspezifische RNA, die sogenannte ,guide“
RNA (gRNA), wird Cas9 zum Ziellokus gefiihrt und schneidet diesen spezifisch (sieche
schematische Darstellung in [Abb.1.9). Endogene DNA-Reparatursysteme der Zelle,
die durch den Doppelstrangbruch aktiviert werden, konnen schlie8lich genutzt wer-
den, um die gewiinschte Genommodifikation einzubringen (Doudna und Charpentier
2014).

CRISPR/Cas9-Systeme stammen von Bakterien ab, in denen sie als Teil der adap-
tiven Immunabwehr zum Schutz vor fremden Nukleinsduren dienen. Auch in Ar-
chea und anderen Bakterien wurden weitere CRISPR/Cas-Systeme gefunden (Hsu
et al.|2014). Durch das Einbringen der Cas9-Nuklease und einer gewiinschten lokus-
spezifischen gRNA in eukaryotische Zellen lidsst sich dieser bakterielle Abwehr-
mechanismus jedoch fiir die Editierung nahezu aller genomischen Zielloci nutzen.
Die Spezifitdt des Systems wird durch die gRNA gewéihrleistet. Sie ist um die
100 Nukleotide lang und besteht aus einem lokusspezifischen (gRNA-Zielsequenz)
und einem strukturellen Teil. Der strukturelle Teil weist eine Sekundarstruktur
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auf, die die Nuklease Cas9 erkennt und bindet. Uber die Basenpaarung der 20
Nukleotide des lokusspezifischen Teils der gRNA mit dem komplementiren geno-
mischen Ziellokus wird Cas9 zur gewiinschten Stelle gefiihrt. In den urspriingli-
chen CRISPR/Cas-Systemen der Bakterien und Archea setzt sich die gRNA aus
zwel separaten, aneinander bindenden RNAs zusammen, der lokusspezifischen
CRISPR-RNA (crRNA) und der trans-aktivierenden crRNA (tracrRNA).

gRNA

Cas9
.I.I.I.I.I.I.I.I.I.I.I.I.I.I.I.b

pt

!
TIIIII TN

Doppelstrangbruch

genomischer
Lokus

Abbildung 1.9: Schematische Darstellung des Cas9-gRNA-
Komplexes am Ziellokus. Cas9 (blau) bindet die lokusspezifische
gRNA (rot), wodurch sie zum Ziellokus (grau) gefithrt wird. Die
gRNA besteht aus einem strukturellen und einem lokusspezifischen
Teil (gRNA-Zielsequenz). Die Sekundirstruktur des strukturel-
len Teils wird von Cas9 gebunden, die 20 Nukleotide des lokus-
spezifischen Teils binden mittels Basenpaarung an den Ziellokus.
Cas9 figt 3bp stromaufwirts der NGG-PAM-Sequenz (griin) einen
glatten Doppelstrangbruch ein.

Jinek et al. konnten allerdings zeigen, dass Genomeditierung auch mit einer einzel-
nen chimiren gRNA moglich ist, die die Eigenschaften von crRNA und tracrRNA
vereint. In der Laborpraxis werden heute beide gRNA-Typen genutzt, sowohl die
einzelne chiméire gRNA als auch die Kombination aus crRNA und tracrRNA. Fiir
die Erkennung des Ziellokus durch Cas9 ist neben der Basenpaarung von gRNA
und DNA auch das sogenannte Protospacer-benachbarte Motiv (,,protospacer adja-
cent motif, PAM) essenziell. Diese kurze DNA-Sequenz, die direkt stromabwérts
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der gRNA-Bindungstelle liegt, ist spezifisch fiir unterschiedliche Cas-Systeme ver-
schiedener Bakterien und Archea. Die am hiufigsten angewendete Nuklease Cas9
von Streptococcus pyogenes erkennt ein NGG-Motiv (Jinek et al.|2012). Nach erfolg-
reicher Erkennung und Bindung des Cas9-gRNA-Komplexes an den genomischen
Ziellokus fiigt Cas9 einen glatten DNA-Doppelstrangbruch drei Basenpaare strom-
aufwirts der PAM-Sequenz ein (siehe [Abb. 1.9).

Allerdings toleriert die Cas9-Nuklease bis zu fiinf Basenfehlpaarungen zwischen
gRNA und Ziel-DNA, was zu DNA-Doppelstrangbriichen und Mutagenese abseits des
gewilinschten Ziellokus fithren kann. Diese sogenannten Off-Target-Effekte konnen
durch das Abgleichen der gRNA-Zielsequenz mit dem Genom und damit durch die
Auswahl einer gRNA mit moglichst wenigen Off-Targets minimiert werden. Mithil-
fe von Online-Tools kénnen gRNA-Zielsequenzen ausgewihlt sowie potenzielle Off-
Targets vorhergesagt werden (Hsu et al.|2013; Doench et al.|2016).

Cas9-vermittelte Doppelstrangbriiche induzieren endogene DNA-Reparatur-
mechanismen der Zelle, die genutzt werden konnen, um die gewiinschten ge-
netischen Modifikationen zu erzielen. In Eukaryoten ist der vorherrschende
Reparaturmechanismus fiir DNA-Doppelstrangbriiche die nicht-homologe Endver-
kniipfung (,non-homologous end-joining“, NHEJ). Dabei werden freie DNA-Enden
mithilfe eines Ligasekomplexes verkniipft, wobei jedoch oft zufillig Nukleotide ein-
gefiigt oder entfernt werden. Folglich konnen diese kleinen Insertionen und Deletio-
nen (InDels) durch eine Leserasterverschiebung und/oder ein verfrithtes Stopcodon
zu einem gewiinschten Verlust der Genexpression fithren (Ran et al.|[2013). Ist jedoch
ein DNA-Donor vorhanden, der homologe Sequenzen stromauf- und stromabwérts
des Doppelstrangbruchs enthilt und somit als Reparaturvorlage dienen kann, kén-
nen mithilfe von homologiegerichteter Reparatur (,homology-directed repair“, HDR)
gezielte Modifikationen, wie die Insertion eines Transgens oder ein Nukleotidaus-
tausch, vorgenommen werden (siehe[Abb.1.10). Da NHEJ jedoch der vorherrschende
Reparaturmechanismus in der Zelle ist, ist das Einbringen spezifischer Modifikation
mittels HDR weniger effizient (Sander und Joung|[2014).

Das Einbringen der CRISPR/Cas9-Komponenten in eukaryotische Zellen kann mit-
tels verschiedener Methoden umgesetzt werden. Die einfachste Moglichkeit ist die
ektopische, transiente Expression nach Transfektion von Plasmid-DNA, die Genex-
pressionskassetten fiir Cas9 und die gewiinschte lokusspezifische gRNA enthilt (Ran
et al.|2013). Die ektopische Expression kann auch mittels Transduktion (z. B. lenti-
viral, Sanjana et al.|[2014) oder dem Einschleusen von Cas9-mRNA sowie in vitro
transkribierter oder synthetischer gRNA erreicht werden (Hendel et al.|2015).
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Abbildung 1.10: Generierung genomischer Modifikationen mittels Cas9-induzierter
DNA-Reparatur. Der durch Cas9 eingefiigte DNA-Doppelstrangbruch aktiviert die endoge-
nen DNA-Reparaturmechanismen NHEJ und HDR. Durch NHEJ entstandene InDels kon-
nen zu einem Gen-Knockout fithren. Gezielte Modifikationen (z. B. Insertion und Nukleotid-
austausch) konnen mithilfe eines DNA-Donors und HDR erreicht werden.

Daritiber hinaus ist auch das Einschleusen eines rekombinanten Cas9-Proteins kom-
plexiert mit in vitro transkribierter oder synthetischer gRNA (Cas9-Ribonukleo-
protein, RNP) mittels Transfektion in die Zellen méglich (Martin et al.|2019). Auch
Donorkonstrukte fiir HDR-basierte Genomeditierung kénnen iiber verschiedene We-
ge in die Zelle eingebracht werden. Neben der Transfektion eines Plasmids, das das
Donorkonstrukt enthélt, kann der Donor auch mittels Transduktion in die Zellen ein-
geschleust werden. Effiziente Transgenaddition konnte beispielsweise mittels Trans-
fektion des Cas9-RNPs und anschlieender Transduktion mit einem rekombinanten
adenoassoziierten Virus des Serotyps 6 (AAV6) in hamatopoetischen Stammzellen er-
reicht werden (Dever et al.|[2016). Anstatt groer Donorkonstrukte mit langen homo-
logen Sequenzen konnen auch einzelstrangige Oligonukleotide (ssODNs) mit deut-
lich kiirzeren homologen Armen verwendet werden (Yoshimi et al.|2016).
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1.4 Rekombinante Vektoren des adenoassoziierten Virus

Adenoassoziierte Viren (AAVs) haben einen Durchmesser von 20 nm und werden
den Parvoviren zugeordnet. Obwohl ein Grofteil der Bevolkerung seropositiv fiir An-
tikorper gegen AAVs ist, konnte bisher noch keine humane Pathogenitat der AAVs
identifiziert werden. Die Replikation der AAVs in der infizierten Wirtszelle ist nur bei
gleichzeitiger Koinfektion mit einem anderen Helfervirus (Adeno- oder Herpesvirus)
moglich. Das einzelstrangige DNA-Genom der AAVs umfasst ca. 4,7kb und wird
durch die duBlere ikosaedrische Proteinhiille (Kapsid) des Virus geschiitzt (Weitzman
und Linden|2011; Brown und Hirsch|[2015). Das AAV-Genom enthilt die zwei offe-
nen Leserahmen Rep (Replikation) und Cap (Kapsid), die fiir mindestens neun ver-
schiedene Genprodukte codieren (Naso et al.[2017). Die codierende Sequenz wird von
invertierten terminalen Sequenzwiederholungen (,inverted terminal repeats“, ITRs)
mit einer Linge von je 145 bp flankiert, die fiir die Virusreplikation und -verpackung
benotigt werden und durch Basenpaarung T-formige Haarnadelstrukturen ausbil-
den (Weitzman und Linden/[2011; Brown et al.|[2017).

In rekombinanten AAV-Vektoren (rAAVs) wird der codierende Bereich des AAV-
Genoms mit den enthaltenen Rep- und Cap-Genen durch die gewiinschte Genex-
pressionskassette oder das gewiinschte Donorkonstrukt ersetzt, wihrend die ITRs
erhalten bleiben. Die rAAVs konnen erzeugt werden, indem z.B. das rekombinan-
te Vektorgenom, die Helfergene des Adeno- bzw. Herpesvirus sowie die Rep- und
Cap-Gene transient mittels Plasmid-Transfektion in einer Zelllinie exprimiert wer-
den (Wang et al.|[2011). Bisher wurden mindestens 12 verschiedene Serotypen von
humanen und nicht-humanen Primaten-AAVs identifiziert (Lisowski et al. 2015).
Unterschiedliche AAV-Serotypen nutzen verschiedene Oberflichenmolekiile der Zel-
le zur Internalisierung uber Clathrin-vermittelte Endozytose, wodurch sich ver-
schiedene Gewebetropismen ergeben. AAV6 bindet beispielsweise den epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptor, Heparansulfat und Sialinsdure (Agbandje-McKenna und
Kleinschmidt|2011j; Weller et al.[2010) und eignet sich besonders gut fiir die Trans-
duktion von humanen Muskelzellen sowie hidmatopoetischen und pluripotenten
Stammzellen (Arnett et al.[2013];[Bak et al.|2017; Martin et al.[2019). Nach der Inter-
nalisierung des rekombinanten AAVs gelangt dieser in den Nukleus, wo das Virus-
genom freigesetzt wird. Diese zunéchst noch einzelstriangige DNA liegt in der spaten
Phase der Transduktion dann hauptséachlich als doppelstrangige episomale DNA in
monomerer oder concatemerer Form vor, in selteneren Fillen ist aber auch eine zufil-
lige Integration der rekombinanten AAV6-DNA in das Wirtsgenom méglich (Grimm!
et al.|[2006} |[Lisowski et al.[|2015).
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In Abwesenheit der Helferviren konnen Wildtyp-AAVs unter Beteilung des Rep-Gens
ihr Genom spezifisch in eine Region des humanen Chromosoms 19 der infizierten
Wirtszelle integrieren (Samulski et al.|[1991; Weitzman und Linden|2011). Diese Regi-
on wird deshalb auch AAV-Integrationsstelle 1 (AAVS1) genannt und liegt im ersten
Intron des PPP1R12C-Gens, das fiir die regulatorische Untereinheit 12C der Protein-
phosphatase 1 codiert. Da die Integration des AAV-Genoms oder anderer Transgene
in diese genomische Region keine Auswirkungen auf die endogene Genexpression der
Wirtszelle zu haben scheint, wird der AAVSI-Lokus als ,sicherer Hafen“ fiir Trans-

genadditionen bezeichnet (Papapetrou und Schambach|[2016).

1.5 Gentherapie in hamatopoetischen Stammzellen

Somatische Gentherapie ist die gezielte Verdnderung des Genoms in erkrankten Kor-
perzellen zur Vorbeugung, Besserung oder Heilung einer Krankheit. Im Gegensatz
zu somatischer Gentherapie werden bei der Keimbahntherapie genetische Verdnde-
rungen in Keimzellen eingebracht, die an die Nachkommen weitergegeben werden,
weshalb die Keimbahntherapie in den meisten Landern aus ethischen Griinden nicht
erlaubt ist. Insbesondere fiir monogene Erbkrankheiten bietet die somatische Gen-
therapie die Moglichkeit einer kausalen Therapie, also die Behandlung der Krank-
heitsursache, z. B. mittels Genkorrektur oder Einfiigen einer zusétzlichen intakten
Genkopie (Genaddition).

Hamatopoetische Stamm- und Vorlduferzellen (HSPCs) eignen sich besonders gut
fir den gentherapeutischen Ansatz, da sie dem Korper entnommen, ex vivo gene-
tisch manipuliert und dem Patienten dann mittels autologer Stammzelltransplan-
tation wieder zuriickgefithrt werden kénnen. Nach erfolgreichem Engraftment der
korrigierten HSPCs bilden diese idealerweise eine dauerhafte Quelle fiir intakte
Zellen des gesamten hdmatopoetischen Systems. Nach anfinglichen Misserfolgen
bei der Behandlung von Immundefizienzen mit genetisch manipulierten HSPCs in
den 1990er und 2000er Jahren wurden Gentherapien zunichst dullerst kritisch be-
trachtet (Fischer et al.|[2010). Obwohl eine erfolgreiche Gentherapie in Patienten
mit schwerer kombinierter Immundefizienz gezeigt werden konnte, entwickelten ei-
nige der Behandelten Leukimie, aufgrund der insertionalen Mutagenese des zum
Gentransfer verwendeten v-retroviralen Vektors (Nienhuis et al. [2006). Die Ent-
wicklung von sichereren viralen Gentransfervektoren und die Entdeckung der pro-
grammierbaren, lokusspezifischen Nukleasen, wie die Zinkfingernukleasen und das
CRISPR/Cas9-System, geben nun jedoch Hoffnung auf sichere und effiziente Gen-
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1.5 Gentherapie in hidmatopoetischen Stammzellen

therapien und riicken diese Behandlungsstrategie fiir eine Vielzahl an hidmatolo-
gischen, aber auch anderen Erkrankungen zuriick in den wissenschaftlichen Fo-
kus (Naldini/2015).

Aufgrund des hamatopoetischen Ursprungs der Osteoklasten ist die HSPC-
Gentherapie auch eine Moglichkeit fir zukinftige kurative Therapien der
autosomal-rezessiven Osteopetrose. Wie in [Abb.1.11] schematisch dargestellt ist,
konnten HSPCs dem Patienten entnommen und ex vivo mittels Genomeditierung
genetisch korrigiert werden. Anschlielend kénnte der Patient mit seinen eigenen
korrigierten HSPCs, die sich zu funktionalen Osteoklasten entwickeln kénnen,
mithilfe der autologen Stammzelltransplantation geheilt werden. Derartige Be-
handlungsstrategien miissen jedoch erst noch entwickelt und auf ihre Sicherheit

uberpriift werden.

ARO-Patient

Transplantation Entnahme

korrigierte HSPCs mutierte HSPCs
YAy
e®eo

(O]
Goons | @

®

funktionaler Osteoklast . dysfunktionaler Osteoklast
ex vivo

Genomeditierung

Abbildung 1.11: HSPC-Gentherapiestrategie fiir Osteopetrose. Entnommene HSPCs
des Patienten werden mittels CRISPR/Cas9-Genomeditierung ex vivo genetisch korrigiert
und durch autologe Stammzelltransplantation zuriickgefiihrt.
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1 Einleitung

1.6 Induzierte pluripotente Stammzellen

Pluripotente embryonale Stammzellen der inneren Zellmasse von Saugetierblas-
tozysten konnen sich unbegrenzt selbst erneuern und in Zelltypen aller Keim-
blatter (Entoderm, Mesoderm und Ektoderm) differenzieren (Robinton und Daley
2012; [Dolatshad et al.[|[2019). Daher bieten diese Zellen viele Moéglichkeiten zur Er-
forschung von Krankheiten sowie in den Bereichen regenerative Medizin und Medi-
kamentenentwicklung, die aufgrund der Arbeit mit humanen Embryonen allerdings
ethische Probleme mit sich bringen. 2006 gelang Takahashi und Yamanaka jedoch
der Durchbruch in der Stammzellforschung, indem sie zeigen konnten, dass sich ter-
minal differenzierte somatische Zellen (Fibroblasten der Maus) durch die ektopische
Expression der vier Transkriptionsfaktoren Oct4, Sox2, Klf4 und cMyc in sogenannte
induzierte pluripotente Stammzellen (iPS) reprogrammieren lassen. Diese Stamm-
zellen sind den pluripotenten embryonalen Stammzellen sehr dhnlich und haben das
gleiche Differenzierungspotenzial (Takahashi und Yamanaka|[2006). Ein Jahr spé-
ter wurde dann auch die Reprogrammierung humaner somatischer Zellen versffent-
licht (Takahashi et al.|2007; [Yu et al.|2007).

Seitdem wurde die Methode zur Reprogrammierung von somatischen Zellen in iPS
stetig weiterentwickelt. Wahrend urspriinglich integrierende Retroviren fiir die ek-
topische Expression der vier Reprogrammierungsfaktoren verwendet wurden, fin-
den heute bevorzugt integrationsfreie Methoden basierend auf Sendai-viraler Trans-
duktion oder mRNA-Transfektion Anwendung (Shi et al.[2017). Neben Fibroblas-
ten ist zudem auch die Reprogrammierung von anderen somatischen Zelltypen
moglich, wie mononukleidre Zellen des peripheren Blutes oder im Urin vorhande-
ne abgeloste Nierenepithelzellen, wodurch die Materialentnahme nicht-invasiv er-
folgen kann (Wattanapanitch|/|2019). In den letzten Jahren wurden zahlreiche iPS
reprogrammiert und charakterisiert, insbesondere aus humanen somatischen Zel-
len gesunder und erkrankter Individuen. Fir die Charakterisierung der generier-
ten iPS-Linien wird die Pluripotenz der Zellen in der Regel iiber den Nachweis von
Pluripotenzmarkern, z. B. OCT4, NANOG, TRA1-60 und SSEA4, auf Protein- sowie
RNA-Ebene validiert. Dariiber hinaus wird das Differenzierungspotenzial iiber In-
vivo-Teratombildung bzw. spontane oder direkte in vitro Differenzierung in die drei
Keimblatter nachgewiesen. Auch die Untersuchung der genetischen Zellidentitat
und Integritit, beispielsweise mittels Mikrosatelliten- und Karyotypenanalyse, ist
Bestandteil der Charakterisierung der generierten iPS (Marti et al.|2013).
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1.6 Induzierte pluripotente Stammzellen

Neben der Generierung von neuen iPS-Linien wurden auch eine Reihe von Diffe-
renzierungsprotokollen entwickelt, darunter u.a. Kardiomyozyten, Neuronen und
hamatopoetische Zellen (Wu und Hochedlinger(2011};Bellin et al.|2012). Auch wurden
bereits erste Protokolle zur Differenzierung von Makrophagen und Osteoklasten aus
iPS veréffentlicht (Lachmann et al.[[2015; Buchrieser et al.||2017; Jeon et al./[2016;
Chen et al.|[2017a). Daruiber hinaus ist nicht nur die Differenzierung von Mono-
layern eines bestimmten Zelltyps moglich, sondern auch die Entwicklung selbst-
organisierter, organidhnlicher dreidimensionaler Strukturen mit mehreren organ-
spezifischen Zelltypen, sogenannten Organoiden (Ho et al.[2018;|Lancaster und Huch
2019). So wurden beispielsweise Organoide des Gehirns (Lancaster et al.|2013}; \Gar-
cez et al.[2016), der Lunge (Dye et al.[2015; (Chen et al.|2017c), der Niere (Takasato
et al.|2015; [Yucer et al.[2017) und des Intestinums (Spence et al.2011) aus huma-
nen iPS differenziert. Ausgangspunkt vieler Differenzierungen ist die Bildung eines
sogenannten embryoiden Korpers (,embryoid body“, EB). Dafiir werden Einzelzellen
gezwungen, dreidimensionale kugelformige Zellaggregate zu bilden, indem das An-
heften der iPS an den Boden der Zellkulturschale, z. B. mittels spezieller Beschich-
tung, verhindert wird (Brickman und Serup|2017; Lancaster und Huch|2019). In
den gebildeten EBs wird spontan die Differenzierung und Morphogenese induziert,
die der Bildung der drei Keimblidtter im Embryo dhnelt. Durch Zugabe bestimm-
ter Wachstumsfaktoren kann die Differenzierung auch vorwiegend in nur eines der
Keimblitter gelenkt werden (Lancaster und Huch/[2019).

Ein Problem bei der Arbeit mit iPS ist jedoch die Variabilitat zwischen Zelllinien mit
unterschiedlichen genetischen Hintergriinden, insbesondere in Bezug auf die Fihig-
keit dieser, in spezifische Zelltypen zu differenzieren (Ortmann und Vallier|2017).
Dies erschwert vor allem die Untersuchung kleiner phénotypischer Unterschiede
zwischen einer krankheitsspezifischen und einer gesunden Kontrollzelllinie. Mithil-
fe der Genomeditierung lassen sich jedoch auch iPS genetisch manipulieren, sodass
isogene Kontrollzelllinien mit dem gleichen genetischen Hintergrund generiert wer-
den konnen. Krankheitsassoziierte Mutationen kénnen in Zelllinien gesunder Spen-
der eingebracht werden oder die gesunde Kontrollzelllinie kann mittels Mutations-
korrektur aus patientenspezifischen iPS gewonnen werden (Ben Jehuda et al.[|[2018).

Die iPS-Technologie bietet daher eine unbegrenzte Quelle an manipulierbaren gesun-
den und krankheitsspezifischen humanen Zellen verschiedenster Zelltypen, Gewebe
und dreidimensionaler organéihnlicher Strukturen, die besonders fiir die Forschungs-
bereiche der Krankheitsmodellierung und Therapieentwicklung von herausragender

Bedeutung sind.
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1 Einleitung

1.7 Zielsetzung der Arbeit

CLCN7-bedingte autosomal-rezessive Osteopetrose ist eine seltene sklerosierende
Knochenerbkrankheit, die unbehandelt bereits in frither Kindheit zum Tod fiihrt.
Osteopetrose kann durch das Fehlen osteoklastenvermittelter Knochenresorption
aufgrund von Mutationen im CLCN7-Gen des Chloridtransporters C1C-7 verursacht
werden. Da sich Osteoklasten aus hiamatopoetischen Stammzellen entwickeln, lasst
sich ARO mit allogener Stammzelltransplantation heilen. Diese Therapie ist je-
doch mit einem hohen Mortalitits- sowie Morbiditatsrisiko assoziiert und oftmals
ist kein passender Stammzellspender vorhanden. Somatische Gentherapie ersffnet
neue Behandlungsmoglichkeiten. Ex vivo CRISPR/Cas9-basierte Genomeditierung
von Patienten-HSPCs, gefolgt von autologer Stammzelltransplantation, kénnte eine
neue kurative Therapie fiir ARO sein.

Aufgrund der Seltenheit der Erkrankung stehen die therapeutischen Ziel-
zellen (HSPCs) der Patienten jedoch praktisch nicht fiir Forschungszwecke zur
Verfiigung. Aus diesem Grund ist die Entwicklung eines ARO-Krankheitsmodells fiir
die Erarbeitung neuer Therapieansitze unerlasslich. Ziel dieser Arbeit ist demnach
zunidchst die Generierung und Charakterisierung patientenspezifischer iPS. Dazu
sollen PBMCs eines ARO-Patienten mithilfe nicht-integrierender Sendai-viraler Vek-
toren in iPS reprogrammiert werden. Fiir die Validierung der iPS-Patientenzelllinie
gilt es die Zellidentitit, die genomische Stabilitét, die Pluripotenz, das Differen-
zierungspotenzial sowie den Verlust der Reprogrammierungsvektoren nachzuwei-
sen. Anschlieflend soll durch die Etablierung eines Protokolls zur Differenzierung
von iPS zu Osteoklasten ein Krankheitsmodell fiir ARO geschaffen werden. Es
gilt zu uberpriifen, ob die aus den patientenspezifischen iPS differenzierten Os-
teoklasten den zelluldren Phinotyp der Osteopetrose widerspiegeln. Dazu sollen
die Osteoklastenentwicklung, die Zellmorphologie und die Knochenresorptions-
funktion der Osteoklasten analysiert werden. Nach erfolgreicher Entwicklung des
ARO-Krankheitsmodells kann dieses genutzt werden, um CRISPR/Cas9-basierte
gentherapeutische Strategien fiir ARO zu entwickeln und zu testen. Neben der pa-
tientenspezifischen Mutationskorrektur soll auch der Ansatz des additiven CLCN7-
Gentransfers in einen genomischen ,sicheren Hafen“, den AAVSI-Lokus, verfolgt
werden. Eine mogliche Wiederherstellung der Resorptionsfunktion der Osteoklasten
kann dann in erfolgreich korrigierten Zellen untersucht werden. Abschlieend sollen
erste Genomeditierungen in den therapeutisch relevanten HSPCs zur Uberpriifung
der Machbarkeit durchgefiihrt werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.1: Gerate.

Gerit Hersteller Anwendung
Applied Biosystems
3730x1 DNA Analyzer (Thermo Fisher Sanger-Sequenzierung
Scientific)
4D-Nucleofector™
System mit Core, X und Lonza Transfektion
Y Einheit
7900HT Fast Real-Time - PPHed Biosystems
PCR System (T}'lerII}O Fisher qPCR
Scientific)
AxioCam HRc Carl Zeiss Microscopy Mikroskopiedokumentation
BX-60 Licht- und

Fluoreszenzmikroskop

Olympus

Fluoreszenzmikroskopie

Countess™ IT FL

Invitrogen (Thermo
Fisher Scientific)

Zellzahlung

DMi8

Fluoreszenzmikroskop

Leica Microsystems

Licht- und

Fluoreszenzmikroskopie

DFC450 C

Leica Microsystems

Mikroskopiedokumentation

G:BOX HR SynGene Geldokumentation
Applied Biosystems
GeneAmp® PCR Syst
enesmp ystem (Thermo Fisher PCR
9700 ..
Scientific)
iScan System IMumina Microarray
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2 Materialien und Methoden

Gerit Hersteller Anwendung
MACSQuant® VYB Miltenyi Biotec Durchflusszytometrie
NanoDrop™ 1000 UV-Vi DNA- and
anoLrop 18 Thermo Fisher Scientific an .
Spektrophotometer RNA-Quantifizierung
Neon® Transfektions- Invitrogen (Thermo .
. o Transfektion
system Fisher Scientific)
o ® Phenix™ High
pera enix . '8 ) ,High Content®
Content Screening PerkinElmer . .
Fluoreszenzmikroskopie
System
PerfectBlue Maxi Gel PEQLAB Agarose-
System M Gelelektrophorese
Applied Bi t
ProFlex™ 3 x 32-well PPHe lf)SyS ems
(Thermo Fisher PCR
PCR System ..
Scientific)
Applied Bi t
QuantStudio® 3 PPHe 1f)sys oms
) (Thermo Fisher qgPCR
Real-Time PCR System L.
Scientific)
Tabelle 2.2: Verbrauchsmaterialien.
Verbrauchsmaterial Hersteller Anwendung
CellCarrier™ 96-well »High Content”
Imaging-Platte, schwarz, PerkinElmer Fluoreszenz-
TC-behandelt mikroskopie
Knochenscheiben (& 6 mm, . .
B Boneslices.com Resorptionsassay
Hoéhe 0,4 mm)
Leucosep™ Réhrchen, 50 mL Greiner Bio-One Zellseparation
LS Saulen Miltenyi Biotec MACS

Ultra-low attachment
96-well-Platte, Rundboden

Corning Life Sciences

EB-Generierung

Vacutainer® CPT™,

Zellpréaparationsrohrchen

BD Biosciences

Zellseparation
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2.1 Materialien

2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Alle Chemikalien und Reagenzien wurden von Carl Roth, Sigma-Aldrich oder Merck

bezogen, sofern nicht anders angegeben.

Tabelle 2.3: Chemikalien und Reagenzien.

Chemikalie/Reagenz

Hersteller

Alt-R® Cas9 Electroporation
Enhancer

Integrated DNA Technologies

Biocoll, Dichte 1,007 g/ml

Biochrom (Merck)

BSA Stammlésung (10%)

Miltenyi Biotec

DNA-Ladepuffer (6x)

Thermo Fisher Scientific

dNTPs (e 10 mM)

Thermo Fisher Scientific

Genruler™ DNA-Leiter Mix

Life Technologies (Thermo Fisher
Scientific)

Gibco® Geltrex™ LDEV-Free
Reduced Growth Factor Basement
Membrane Matrix

Life Technologies (Thermo Fisher
Scientific)

ROCK Inhibitor (Y-27632)

Wako Chemicals

UltraPure™ 0,5M EDTA, pH 8,0

Invitrogen (Thermo Fisher Scientific)

2.1.3 Enzyme

Tabelle 2.4: Enzyme und Enzymmischungen.

Enzym

Hersteller

Alt-R® S.p. Cas9 Nuklease 3NLS

Integrated DNA Technologies

Exonuklease I (20 U/ul)

New England Biolabs

FastAP™ thermosensitive
alkalische Phosphatase (1 U/ul)

Thermo Fisher Scientific

FastDigest Kpnl

Thermo Fisher Scientific

FastDigest Xhol

Thermo Fisher Scientific
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Enzym

Hersteller

FIREPol® Master Mix mit 12,5 mM
MgClg

Solis BioDyne

Gibco® StemPro® Accutase®

Zelldissoziationsreagenz

Life Technologies (Thermo Fisher Scientific)

Gibco® TrypLE™ Select Enzym

Life Technologies (Thermo Fisher Scientific)

HOT FIREPoI® EvaGreen® qPCR
Mix Plus

Solis BioDyne

Q5® High-Fidelity DNA

New England Biolabs
Polymerase (2 U/ul)
QuickExtract™ .
. . Lucigen
DNA-Extraktionslosung
USB® Shrimp Alkali
rmp aune Affymetrix

Phosphatase (SAP, 1 U/ul)

2.1.4 Antikorper und Farbstoffe

Tabelle 2.5: Fluorochrom-gekoppelte Antikorper und Farbstoffe.

Spender-

Antikorper (Klon)

Verdiinnung Hersteller

organismus

Monoklonale Antikoérper fiir Durchflusszytometrie

Anti-Nanog-PE

(D73G4) Kaninchen 1:100 Cell Signaling
Anti-HA-FITC Maus 1:11 Miltenyi Biotec
(GG8-1F3.3.1)
Anti-Oct3/d- Rekombinant ~ 1:20 Miltenyi Biotec
APC (REA338)
Anti-PAX-6- . . .
APC (REA507) Rekombinant  1:11 Miltenyi Biotec
Anti-Sox17- . . L

. Rekombinant 1:50 Miltenyi Biotec
Vio515 (REA701)
Anti-Sox2-PE Rekombinant  1:11 Miltenyi Biotec
(REA320)
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- Spender- .
Antikorper (Klon) . Verdiinnung Hersteller
organismus
Anti-SSEA1-PE-
Tl ! Rekombinant 1:20 Miltenyi Biotec
Vio770 (REA321)
Anti-SSEA4-
nti-SS Rekombinant ~ 1:20 Miltenyi Biotec
VioBlue (REA101)
Anti-Tra-1-60-
?11 ra Rekombinant  1:700 Miltenyi Biotec
Vio488 (REA157)
CD140b-APC
Rekombinant  1:11 Miltenyi Biotec
(REA363)
CD144 (VE-Cadherin)-
( adherin) Rekombinant  1:11 Miltenyi Biotec
FITC (REA199)
CD184 (CXCR4)-
( ) Rekombinant  1:11 Miltenyi Biotec
APC (REA649)

Monoklonale Antikoérper fiir Imnmunzytochemie

Anti-Nanog-PE

Kaninchen 1:50 Cell Signaling

(D73G4)

Anti-Oct3/4-APC Rekombinant ~ 1:10 Miltenyi Biotec

(REA338)

A'nt1-SSEA4-PerCP- Rekombinant 1:10 Miltenyi Biotec

Vio770 (REA101)

A?t1-Tra-1-6O- Rekombinant  1:100 Miltenyi Biotec

Vio488 (REA157)

Fluoreszenzfarbstoffe

Alexa Fluor® 488 _ 1:400 Invitrogen (Thermo

Phalloidin ' Fisher Scientific)

Alexa Fluor® 555 B 1:400 Invitrogen (Thermo

Phalloidin ' Fisher Scientific)
Life Technologies

DAPI (1 mg/ml) — 1:1000 (Thermo Fisher
Scientific)

Hoechst 33342 B 1:1000 Invitrogen (Thermo

(10 mg/ml) Fisher Scientific)
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2.1.5 Kits

Tabelle 2.6: Kits.

Kit Hersteller Anwendung
. Aufreinigung von
Agencourt CleanSEQ Kit Beckman Coulter . .
Sequenzierreaktionen
Applied Biosystems
BigDye® Terminator v3.1 Cycle PP 1, Y .
. ) (Thermo Fisher Sanger-Sequenzierung
Sequencing Kit o
Scientific)
CD34 MicroBead Kit, human Miltenyi Biotec MACS

Cytofix/Cytoperm™

BD Biosciences

Zellfixierung und

Fixation/Permeabilization Kit -permeabilisierung
CytoTune™-iPS 2.0 Sendai Invitrogen (Thermo iPS-
Reprogramming Kit Fisher Scientific) Reprogrammierung

Direct-zol™ RNA Mini Prep Kit

Zymo Research

RNA-Isolation

GenePrint® 10 System Promega Mikrosatellitenanalyse
HumanHT-12 v4 Expression . .
] . INlumina Microarray
BeadChip Kit
In-Fusion® HD Cloning Kit Takara Bio Molekulare Klonierung
Zellfixi d
Inside Stain Kit Miltenyi Biotec © x1er1.11‘1g. un
-permeabilisierung

Invisorb® Spin P1 id Mini

nvisor pin Hashud A Stratec Molecular Plasmidisolation
Two
KaryoLite BoBs® Kit PerkinElmer Karyotypisierung
M te Isolation Kit II,

onocyte Isotation Miltenyi Biotec MACS
human
Neon® Transfection System 10ul Invitrogen (Thermo )
. . . Transfektion
Kit Fisher Scientific)
NucleoBond® Xtra Midi Plus EF  Macherey-Nagel Plasmidisolation
P3 Primary Cell L T fokti
onza ransfektion

4D-Nucleofector™ X Kit S
Quick-DNA Microprep Plus Kit Zymo Research DNA-Isolation

RevertAid™ H Minus First
Strand cDNA Synthesis Kit

Thermo Fisher
Scientific

cDNA-Synthese

RNeasy® Plus Mini Kit

QIAGEN

RNA-Isolation
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Kit Hersteller Anwendung
StemMACS™ Trilineage . . . . )
. o . Miltenyi Biotec iPS-Differenzierung
Differentiation Kit
Applied Biosystems
TagMan® R T ipti
agi¥lan feverse Lranscription (Thermo Fisher cDNA-Synthese
Reagents .
Scientific)
TotalPrep™-96 RNA
orarrep Illumina Microarray

Amplification Kit

2.1.6 Oligonukleotide

Primer wurden mit Primer3web (Koressaar und Remm| 2007; [Untergasser et al.

2012) designt. Lyophilisierte Oligonukleotide wurden von Eurofins Genomics syn-

thetisiert sowie ,high purity salt free“ (HPSF)-aufgereinigt und in nukleasefreiem

Wasser gelost.

Tabelle 2.7: PCR- und Sequenzierungsprimer.

Name Sequence (5°—3’) Ziellokus T.nneal

AAVSI_F ctgcegtetetetectgagt AAVST 64°C

AAVSI_R ccagataaggaatctgcctaacagg

AAVSI R2 ataaagcttacgcgtagagcagagccaggaa AAVSI 64 °C
cccctg

ALBUMIN_F tgttgcatgagaaaacgcca ALBUMIN 60 °C

ALB UMIN_R gtcgectgttcaccaaggat

BGH _R tagaaggcacagtcgagg BGH-PO]yA 50 °C

C7_E5_F ctcattgggatcctcacggg CLCN7 (Exons 65 °C

C7_E17_R gatgagcagggacgggatg 5-17)

C7_E10_F cttcgagtacttccgcagagac CLCN7 60 °C

C7_E 10_R ctccaaacgccgctgaca (Exon 10)

C7_E14_F cctgttcgecaggeggtg CLCN7 60 °C

C7_E 14_R gctttcaaagggectgtgt (Exon 14)

F8_F ctaccatccaggctgaggtttatg F8 60 °C

F8 R caccaacagcatgaagactgaca
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Name Sequence (5°—3’) Ziellokus T.nneal
GFP_F tgagcttcagctaccgctac turboGFP 64 °C
rClcn7_F gectggtgtcttcatcccatccectge Clen7 (Ratte) 64 °C
rClcn7_F2 cgttgttcatctgtccaattcgg Clen7 (Ratte) 50 °C
SFFV_R accgcagatatcctgtttgg SFFV-Promoter 64 °C
SFFV-rClen? F gagtcgcccgggggggtaccatggecaacgtt

Fetaagaasgter Clen7 (Ratte) 68 °C
SFFV-rClen7 R cgggecgegecctcgagttatgegtagtetggt

acgtcgtatgggtacg
TIDE-AAVSI_F caagctctccctecccaggat AAVST 66 °C
TIDE-AAVS.Z_R catcaccgtttttctggacaaccc
TIDE-C7610_F cgcttttcgttagagggtagagg CLCN7 Exon 10 66 °C
TIDE-C7e10_R accatgcccaccaccaactc
TIDE-C7el4_F gggatggatgggatttcctgtaag CLCN7 Exon1d 66 °C
TIDE—C7e14_R agagccaggcggtgaaggtt

Tabelle 2.8: Primer fiir RT-PCR.
Name Sequenz (5°—3’) mRNA
ATP6V0OA3_F agcttccagggcatcgtg ATPEVOA3
ATP6V0OA3_R cgaacatcacagcaaacagg
CLCN7_F
_ actgtccttctccctgttge CLCN7
CLCN7_R tgaggaagcacttgatctgg
CTSK_F ccactgggagctatggaaga CTSK
CTSK_R gcctcaaggttatggatgga
GAPDH_F ccatgttcgtcatgggtgtgaac GAPDH
GAPDH R cggccatcacgcecacagttt
Hul8SRNA_F gtaacccgttgaaccccatt Human 18S RNA
HulSSRNA_R ccatccaatcggtagtagceg
MMPI_F
_ gcagtaccacggccaacta MMP9

MMP9_R gccttggaagatgaatggaa
OCT4 _F gacagggegagggageagctage 0CT4
OCT4_R cttccctccaaccagttgecccaaac
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Name Sequenz (5°—3’) mRNA
SeV_F ggatcactaggtgatatcgagce SeV-Vektor
SeV_R accagacaagagtttaagagatatgtatc
SeV—Klf4_F ttcctgcatgeccagaggagecc KLF4—Transgene
SeV-Klf4_R aatgtatcgaaggtgctcaa
SeV—cMyc_F taactgactagcaggcttgtcg MY C-Transgene
SeV—cMyc_R tccacatacagtcctggatgatgatg
SeV-KOS_F atgcaccgctacgagtgagcgce KLF4-OCT3/4-SOX2-
SeV—KOS_R accttgacaatcctgatgtgg Transgene

2.1.7 CRISPR gRNAs und ssODN-Donoren

CLCN7-spezifische gRNAs wurden mithilfe des CRISPOR-Webtools ausge-

wahlt (Haeussler et al. 2016, crispor.tefor.net). Chemisch modifizierte synthetische
Alt-R® CRISPR-Cas9 crRNAs wurden in Kombination mit Alt-R® CRISPR-Cas9
tracrRNA verwendet, beide stammen von Integrated DNA Technologies. Chemisch

modifizierte CRISPRevolution sgRNAs wurden von Synthego synthetisiert. Die
Phosphorothioat-modifizierten antisense ssODN-Donoren C7e10 und C7el4 fiir die
CLCN7-Mutationskorrektur wurden ebenfalls von Integrated DNA Technologies

bezogen.

Tabelle 2.9: CRISPR gRNAs.

Name, gRNA-Typ Zielsequenz (PAM) Ziellokus

ARO C7e10 gRNA, Alt-R® Mutiertes CLCN7
cactccggeccgecagectctg (cgg)

CRISPR-Cas9 crRNA Exon 10

ARO C7el4 gRNA, Alt-R® Mutiertes CLCN7

CRISPR-Cas9 crRNA fecteaccrgatttgaiaca (68 Pyon 14

AAVS1 gRNA,

CRISPRevolution sgRNA ggggccactagggacaggat (tgg) AAVS1
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Tabelle 2.10: Sequenzen der ssODN-Donoren fiir die CLCN7-Mutationskorrektur.
Phosphorothioat-Modifikationen sind mit * markiert.

Name

Sequenz (5°—3°)

antisense C7E10

cxtkgtccctgttgecagatcttcgagtacttccgecagagacacagagaag

cgggacttcgtctccgetggggeggecgeaggagtgtcageggegtttgg
agcccccgtgggtgaggagggecgeaccgggtccaatgetttgkexc

antisense C7E14

t*t*xtcaaagggcctgtgtggccacgectgecaacgegatatgeaatgeg

gtttctcctcacctgatccggaacatggtcagecagtagttcaaggeatt

gaacactgctccaagcacaccgectgegaacagg*gkg

2.1.8 Rekombinante Vektoren

Alle Plasmide enthalten eine Ampicillinresistenz-Genexpressionskassette zur Selek-

tion. Rekombinante AAV6-Vektoren wurden von der Viralen Core Facility der Charité
mithilfe der in gelisteten AAV-Plasmide hergestellt.

Tabelle 2.11: Plasmide und virale Vektoren.

Name

Eigenschaft

Ursprung

AAV6-SFFV-turbo-
GFP (AAV6-GFP)

rAAV6-Vektor mit SFFV-turboGFP-
Donorkonstrukt fiir AAVS1

Virale Core Facility
Charité, Berlin

AAV6-SFFV-rClcn7

AAV6-Vektor mit SFFV-rClcn7-

Virale Core Facility

(AAV6-CT7) Donorkonstrukt fiir AAVS1 Charité, Berlin
Helferplasmid fiir die Herstellung
PAAV2/6 (p0004) der rAAV6-Vektoren; enthalt PennVector

Replikations- und Capsidgene

pCl-Neo-rClen7-HA

Expressionsplasmid fiir die cDNA
des Clcn7-Gens der Ratte, markiert

Tobias Stauber,

. Berlin
mit HA-Tag
Pl id fiir die Herstell d
pSFFV-turbo-GFP- asmic i die Hersteung des Matthew Porteus,
AAV6-GFP-Vektors; enthilt
AAV6 Stanford

rekombinantes Vektorgenom
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Name Eigenschaft

Ursprung

Plasmid fiir die Herstellung des
AAV6-C7-Vektors; enthilt Dieses Projekt

pSFFV-rClen7-HA-

AAV6 .
rekombinantes Vektorgenom
Sendai-viraler Vektor fiir die
SeV-Klf4 . CytoTune™-
Expression von KLF4 . .
— — iPS 2.0 Sendai
Sendai-viraler Vektor fiir die ]
SeV-cMyc . Reprogramming
Expression von MYC ) )
— — Kit (Invitrogen,
Sendai-viraler Vektor fiir die .
. . . Thermo Fisher
SeV-KOS polycistronische Expression von L
Scientific)

KLF4, OCT3/4 und SOX2

2.1.9 Medien, Puffer und Losungen

Rekombinante humane Zytokine von Peprotech stammen von E. coli ab.

Tabelle 2.12: Supplementierte Medien.

Medium Hersteller
EB-Medium
mTeSR™1 Stemcell Technologies
BMP-4 (50 ng/ml) PeproTech
SCF (20 ng/ml) PeproTech
VEGF 165 (50 ng/ml) PeproTech
ROCK inhibitor (10 uM) Wako Chemicals

Zytokinreiches HSPC-Medium
StemSpan™ SFEM II
F1t3-L (100 ng/ml)
IL-6 (100 ng/ml)
SCF (100 ng/ml)
TPO (100 ng/ml)
StemReginin 1 (500 nM)
UM171 (35 nM)
Penicillin-Streptomycin (100 U/ml)

Stemcell Technologies
PeproTech

PeproTech

PeproTech

PeproTech

Stemcell Technologies
Stemcell Technologies
Lonza
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Medium

Hersteller

HSPC-Expansionsmedium

StemSpan™ SFEM

Stemcell Technologies

F1t3-L (50 ng/ml) PeproTech

IL-6 (10 ng/ml) PeproTech

SCF (200 ng/ml) PeproTech

Penicillin-Streptomycin (100 U/ml) Lonza
Monozyten-Differenzierungsmedium

X-VIVO™ 15 Lonza

Gibco® 2-Mercaptoethanol (55 1M)

Life Technologies (Thermo Fisher
Scientific)

IL-3 (25 ng/ml) PeproTech

M-CSF (100 ng/ml) R&D Systems

Penicillin-Streptomycin (100 U/ml) Lonza
Makrophagen-Differenzierungsmedium

BioWhittaker® MEM Alpha Lonza

FBS Superior (10% v/v) Biochrom (Merck)

M-CSF (50 ng/ml) R&D Systems

Ultraglutamin I (2 mmM) Lonza

Penicillin-Streptomycin (100 U/ml) Lonza
Osteoklasten-Differenzierungsmedium

Makrophagen-Differenzierungs-

medium

RANKL (50 ng/ml) PeproTech

Osteoklasten-Differenzierungsmedium

w/o Phenolrot

Gibco® MEM o, kein Phenolrot

FBS Superior (10% v/v)

M-CSF (50 ng/ml)

RANKL (50 ng/ml)
Penicillin-Streptomycin (100 U/ml)

Life Technologies (Thermo Fisher
Scientific)

Biochrom (Merck)

R&D Systems

PeproTech

Lonza
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Tabelle 2.13: Puffer und Lésungen.

Losung

Zusammensetzung

Agarose-Gelelektrophorese

TAE (50x) 2M Tris
50 mM Titriplex® III
5.7% (v/v) Essigsaure
FACS und MACS
FACS/MACS Puffer (1x) DPBS w/o MgCly, CaClsy

2mM EDTA
0.5% (v/v) BSA

2.1.10 Zelllinien

Tabelle 2.14: Zelllinien.

iPS-Linie Ursprung Generierung
Humane Technologieplattform Stammzellen,
BIEEOOL.A Vorhautfibroblasten, Berliner Ir‘1stitut fir
. gesunder Neugeborener, Gesundheitsforschung (BIH),
(iIPS-1A) . s . . ..
Kaukasier, ménnlich, reprogrammiert mit Sendai-viralen
weil}; bezogen von ATCC  Vektoren (POU5F1, SOX2, KLF4, MYC)
Fibroblasten, 35-39 Tech'nologiep?attfo.x.‘m Stammazellen,
Berliner Institut fiir
. Jahre, gesunde .
BIHi004-A . . . Gesundheitsforschung (BIH),
. Hispanoamerikanerin, ) o
(iPS-4A) o . reprogrammiert mit episomalen
weiblich, weil}; bezogen
Vektoren (POU5F1, SOX2, KLF4,
von Lonza
LIN28, L-MYC, mp3DD, EBNAI)
PBMCs, 1 Jahr,
. Kaukasier, ménnlich, Diese Arbeit, reprogrammiert mit
BIHi002-A i}, ARO (CLCN7 Sendai-viralen Vekt (OCT3/4
eil, - endai-viralen Vektoren ,
(ARO-iPS) v

Mutationen ¢.875G>A
und ¢.1208G>A)

SOX2, KLF4, C-MYC)
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iPS-Linie Ursprung Generierung
Diese Arbeit, CRISPR/Cas9-basierte
iPS-Klon2 BIHi002-A (ARO-iPS) Mutationskorrektur von CLCN7
Exon 10 (c.875A>G)
PS. Diese Arbeit, CRISPR/Cas9-basierte
BIHi002-A (ARO-iPS) Mutationskorrektur von CLCN7
Klon 37

Exon 14 (c.1208A>G)

2.1.11 Software

Tabelle 2.15: Software.

Software

Hersteller

AxioVision 4.8.2.0

Carl Zeiss Microlmaging

BoB™soft 1.0

PerinElmer

CellProfiler 3.1.8

Broad Institut

FlowdJo 10.5.3

Tree Star Inc.

Geneious® 9.1.8

Biomatters

Gene Snap 7.12

SynGene

GIMP 2.10

Gimp Community

GraphPad Prism® 8.2.1

GraphPad Software Inc.

Inkscape 0.92.4

Inkscape Community

Leica Application Suite X 3.4.2.18368.1.2
SeqPilot 4.4.0

Leica Microsystems
JSI Medical Systems

2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 iPS-Reprogrammierung

Aus PBMCs expandierte Erythroblasten wurden mithilfe des CytoTune™-iPS 2.0
Sendai Reprogramming Kits, wie in [Hennig et al.|[2019 beschrieben, in iPS repro-

grammiert. Dabei wurden die Expressionskassetten der Reprogrammierungsfakto-
ren KLF4, MYC, OCT3/4 und SOX2 mit nicht-integrierenden Sendai-viralen Vekto-
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ren in die Zellen eingebracht. Die generierte Zelllinie BIHi002-A (ARO-iPS) stammt

von einer einzelnen Kolonie der Reprogrammierung.

2.2.2 Kultivierung von iPS

Induzierte pluripotente Stammzelllinien (siehe wurden in Essential
8™. (Life Technologies, ThermoFisher Scientific) oder mTeSR™1-Medium (Stemcell
Technologies) in Geltrex-beschichteten 6-Well-Kulturschalen bei 37 °C und 5% COg
kultiviert. Alle 4-5 Tage wurden sie ca. 1:20 mit 0,5 mM EDTA passagiert.

2.2.3 Transfektion und klonale Expansion von iPS

Mindestens eine Woche vor der Transfektion wurden in Essential 8™-Medium kul-
tivierte iPS auf das Cellartis® DEF-CS™ 500 Kultursystem umgestellt. Ein Tag vor
der Transfektion wurde mittels TrypLE™ Select Enzym, wie vom Hersteller ange-
geben, eine Einzelzellpassage durchgefiihrt und die Zellen wurden mit einer Dich-
te von 6-10° Zellen pro 6-Well ausgesit. Fiir die CRISPR/Cas9-basierte Mutati-
onskorrektur wurden ARO-iPS (BIHi002-A) mit Cas9-Ribonukleoproteinen (RNPs)
und ssODN-Donoren (siehe spezifisch fiir das mutierte Allel in CLCN7
Exon 10 bzw. Exon 14 transfiziert. Dazu wurden zunéichst crRNAs und tracrRNA (sie-
he zusammengelagert (5 min 95 °C, abgekiihlt bei RT) und dann bei RT
fiir 30 min im dquimolaren Verhéiltnis mit dem rekombinanten Cas9-Protein assemb-
liert. Mittels Neon® Transfection System 10 uL Kit (1100 V, 20 ms, 2 Pulse, Puffer R)
wurden nach Herstellerangaben je 1-10° iPS mit 12 pmol (2 ng Cas9, 400 ng cr-tracr-
RNA) Cas9-RNP, 50 pmol (2 ug) ssODN-Donor und 30 pmol (1 ng) Elektroporations-
Enhancer (Integrated DNA Technologies) transfiziert. Anschlieend wurden die
transfizierten Zellen in eine 24-Well-Kulturschale in DEF-CS-Medium ausgesét.

Eine Woche nach der Transfektion wurden wie vom Hersteller empfohlen Einzel-
zellen in 96-Well-Kulturschalen ausgesit und im Cellartis® DEF-CS™ 500 Kultur-
system klonal expandiert. Nach Erreichen des 6-Well-Formates wurden die expan-
dierten iPS-Klone auf mTeSR™1-Medium umgestellt.

Die Genaddition in den AAVSI-Lokus erfolgte wie oben beschrieben ebenfalls mit-
hilfe des Cellartis® DEF-CS™ 500 Kultursystems und Neon® Transfection System
10 uL Kits. Fir die Editierung des AAVSI-Lokus wurde jedoch eine chiméire syn-
thetische sgRNA verwendet (siehe [Tabelle 2.9), die fiir 10 min bei RT mit der Cas9-

Nuklease assembliert wurde. Donorkonstrukte wurden 10 min nach der Transfektion
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durch 24-stiindige Transduktion mit 50.000 Vektorgenomen pro Zelle der rekombi-
nanten AAV6-Vektoren (siehe in die Zellen geschleust.

2.2.4 Differenzierung von iPS in Osteoklasten

Mindestens vier Tage vor Beginn der Differenzierung wurden in Essential 8™-
Medium kultivierte iPS an mTeSR™1-Medium adapiert. Fiir die Bildung embryoider
Korper (EBs) sowie die Mesoderminduktion, wurden Einzelzellen mittels TrypLE™
Select Enzym geerntet und pro 96-Well einer Ultra-low-Attachment-Platte mit Rund-
boden wurden je 5-103 Zellen in 100 ul EB-Medium (siehe ausgesit.
Die Platte wurden fiir 3min bei 100xg zentrifugiert. Die Héilfte des Kulturmedi-
ums wurde taglich durch frisches EB-Medium ersetzt. Vier Tage nach Bildung der
EBs wiesen diese einen Durchmesser von ca. 500 um auf und je 8 EBs wurden vor-
sichtig in eine mit 0,1% Gelatinelosung behandelte 6-Well-Kulturschale mit 3 ml
Monozyten-Differenzierungsmedium (siehe transferiert. Damit sich die
EBs an den Kulturschalenboden anheften und monozytenbildende Komplexe formen
konnten, wurden die transferierten EBs fiir 1 Woche ohne jegliche Bewegung der Kul-
turschalen im Inkubator kultiviert. Danach konnten einmal wochentlich produzier-
te monozytire Suspensionszellen mit einem vollstandigen Mediumwechsel geerntet
werden. Fir die terminale Osteoklastendifferenzierung wurden die geernteten Mo-
nozyten mit einer Dichte von 1-105 Zellen/cm? in Kulturschalen mit Makrophagen-
Differenzierungsmedium (siehe [Tabelle 2.12) ausgesit. Drei Tage spiter sowie jeden
weiteren zweiten oder dritten Tag wurde die Hilfte des Kulturmediums mit frischem
Osteoklasten-Differenzierungsmedium ausgetauscht. Die in [Tabelle 2.12] angegebe-
nen Konzentrationen der Zytokine M-CSF und RANKL des Mediums beziehen sich
dabei auf das gesamte Kulturvolumen. Zwischen Tag5 und 8 der terminalen Osteo-
klastendifferenzierung waren die ersten Osteoklasten sichtbar. Wahrend der gesam-
ten Differenzierung wurden die Zellen in einem Normoxieinkubator bei 37 °C und
5% COq kultiviert.

2.2.5 Isolierung und Osteoklastendifferenzierung primarer Monozyten

Mittels Leucosep™-Réhrchen und Biocoll wurden PBMCs aus Blut gemif3 dem
Herstellerprotokoll gewonnen. Monozyten wurden durch magnetische Zellsortie-
rung (MACS) mit dem humanen Monocyte Isolation Kit IT angereichert und anschlie-
Bend nach dem Protokoll der terminalen Osteoklastendifferenzierung des vorherigen
Abschnitts zu Osteoklasten differenziert.
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2.2.6 Resorptionsassay mit PBMC- und iPS-Osteoklasten

Zwei Tage nach Erscheinen der ersten sichtbaren in vitro differenzierten PBMC-
oder iPS-Osteoklasten, wenn die Mehrheit der Osteoklasten nicht mehr als 10 Nuklei
aufwies, wurden diese von der Zellkulturschale auf Knochenscheiben transferiert.
Dazu wurden sie zunichst drei Mal mit DPBS gewaschen, fiir 10 min bei 37°C
mit Accutase inkubiert und dann vorsichtig mit dem Zellschaber abgelost. Die Zel-
len wurden fiir 5min bei 400xg abzentrifugiert und dann mit einer Dichte von
6,6 - 10* Zellen/Knochenscheibe in 96-Well-Kulturschalen in je 200 ul Osteoklasten-
Differenzierungsmedium ohne Phenolrot (siehe ausgesit. Die Osteo-
klasten wurde fiir 5 Tage bei 37 °C und 5% COg im Inkubator auf den Knochenschei-
ben kultiviert. Die Hilfte des Kulturmediums wurde zwei Tage nach dem Osteo-
klastentransfer durch frisches Medium ersetzt. Nach Beendigung der Kultivierung
erfolgte die Entfernung der Osteoklasten, indem die Knochenscheiben fiir mindes-
tens 30 min in destilliertem Wasser inkubiert und mit einem Papiertuch abgerieben
wurden. Die Resorptionsvertiefungen wurden durch das Fiarben der Knochenschei-
ben mit 0,25%iger Toluidinblaulosung sichtbar gemacht. Unsere Kooperationspart-
ner Jacob Bastholm Olesen und Kent Sge des Odense Universitatskrankenhauses
der Universitiat Stiiddanemark kategorisierten, quantifizierten und dokumentierten
die auf den Knochenscheiben entstandenen Resorptionsvertiefungen. Dabei erfolg-
te die Bestimmung des Anteils der erodierten Knochenoberfldche lichtmikroskopisch
anhand eines 100-Punkte-Gitters wie von Boissy et al.|2005| und |Sge und Delaissé
2010 beschrieben. Die statistische Analyse wurde mit GraphPad Prism durchgefiihrt.

2.2.7 Isolierung und Kultivierung primarer CD34+ HSPCs

PBMCs wurden mittels Leucosep™-Rohrchen und Biocoll aus Nabelschnurblut nach
Herstellerangaben isoliert. Anschlielend erfolgte die Anreicherung der CD34* HSP-
Cs durch magnetische Zellsortierung (MACS) mithilfe des CD34 MicroBead Kits.
Die isolierten HSPCs wurden mit einer Dichte von 1-2-10° Zellen/ml in zytokinrei-
ches HSPC-Medium (siehe aufgenommen und bei 37 °C in einem Hy-
poxieinkubator (5% Og und COy) kultiviert. Bei Erreichen einer Zelldichte von etwa
1-108 Zellen/ml wurden die Zellen durch Zugabe von frischem Medium ca. 1:5 pas-

sagiert.
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2.2.8 Transfektion und Transduktion primarer HSPCs

Die CRISPR/Cas9-basierte Genaddition in den AAVSI-Lokus von HSPCs wurde wie
von Bak et al. 2018| beschrieben durchgefiihrt. Dazu erfolgte die Genomeditierung
drei Tage nach der Isolierung der HSPCs aus Nabelschnurblut mittels Nukleofek-
tion und rAAV6-Transduktion. Fiir die Nukleofektion wurde das P3 Primary Cell
4D-Nucleofector™ X Kit S nach Herstellerangaben verwendet. Die rekombinante
Cas9-Nuklease wurde fiir 10 min bei RT mit der AAVSI-spezifischen sgRNA (sie-
he zum Cas9-RNP assembliert. Es wurden 2-10° Zellen mit 3 ng Cas9
und 1,6 ug sgRNA mit dem Programm DZ100 transfiziert. Zehn Minuten nach der
Nukleofektion wurden 50.000 Vektorgenome pro Zelle der rekombinanten AAV6-
Vektoren (siehe mit den enthaltenen Donorkonstrukten hinzugefiigt.
Die Transduktion wurde 24 h spéter durch einen vollstindigen Medienwechsel ge-
stoppt.

2.2.9 Differenzierung von HSPCs in Osteoklasten

Editierte HSPCs wurden einen Tag nach der Transfektion (Tag4 nach der Iso-
lierung) von zytokinreichem HSPC-Medium in HSPC-Expansionsmedium (siehe
iiberfithrt und in diesem 8Tage bei einer Zelldichte von 1-10°—
1-10%Zellen/ml bei 37°C in einem Normoxieinkubator (5% COs) kultiviert. Al-
le 2-3Tage wurden die Zellen 1:3—1:5 durch Zugabe von frischem Medium pas-
sagiert. Im Anschluss an die HSPC-Expansion (Tag12) wurden fiir die termi-
nale Osteoklastendifferenzierung je 3,3-105Zellen in eine 24-Well-Kulturschale
in Makrophagen-Differenzierungsmedium mit 50 ng/ml M-CSF (siehe
ausgeséat und weiterhin bei 37 °C und 5% COg im Inkubator kultiviert. Ab Tag 15 wur-
de dem Differenzierungsmedium 50 ng/ml RANKL hinzugefiigt (siehe Osteoklasten-
Differenzierungsmedium in [Tabelle 2.12). An Tag20 der Differenzierung (Tag der
terminalen Osteoklastendifferenzierung) wurde die Kultur beendet und die Zellen
wurden fiir die Osteoklastenfarbung (siehe [Abschnitt 2.5.1) fixiert. Das Protokoll zur
Differenzierung der Osteoklasten aus HSPCs wurde von Moscatelli et al.|2013/ adap-

tiert.

2.2.10 Resorptionsassay mit HSPC-Osteoklasten

Um die Resorptionsfihigkeit der aus editierten HSPCs differenzierten Osteoklasten
zu beurteilen, wurden HSPCs wie im vorherigen Abschnitt beschrieben zu Osteo-
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klasten differenziert. Fiir die terminale Osteoklastendifferenzierung wurden sie di-
rekt auf Dentinscheiben (Durchmesser 5 mm) in 24-Well-Kulturschalen ausgesit und
kultiviert. An Tag 26 (Tag 14 der terminalen Osteoklastendifferenzierung) wurde die
Kultur beendet, die Osteoklasten wurden wie in [Abschnitt 2.2.6/beschrieben von den
Dentinscheiben entfernt und die Resorptionsvertiefungen wurden mit Tinte sichtbar

gemacht.

2.2.11 Differenzierung von iPS in die drei Keimblatter

ARO-iPS wurden mithilfe des StemMACS™ Trilineage Differentiation Kits dem Her-
stellerprotokoll folgend direkt in die drei Keimblitter Entoderm, Mesoderm und Ek-
toderm differenziert.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Aufreinigung von Nukleinsauren
2.3.1.1 Plasmide

E. coli-Bakterien wurden in Luria/Miller LB-Medium (Carl Roth) mit 100 ng/ml Am-
picillin in einem Schiittelinkubator bei 37 °C und 200 rpm tiber Nacht vermehrt. Die
Plasmide wurden von den Ubernachtkulturen mithilfe der Kits Invisorb® Spin Plas-
mid Mini Two oder NucleoBond® Xtra Midi Plus EF isoliert.

2.3.1.2 Desoxyribonukleinsduren

Die genomische DNA von Zellen wurde entweder mithilfe des Quick-DNA Mi-
croprep Plus Kits nach Herstellerangaben oder mittels QuickExtract™ DNA-

Extraktionslosung nach dem Protokoll von Bak et al.|2018|gewonnen.

2.3.1.3 Ribonukleinsauren

Mittels Direct-zol™ RNA Mini Prep Kit oder RNeasy® Plus Mini Kit wurde die ge-
samte RNA von iPS oder in vitro differenzierten Osteoklasten wie im Herstellerpro-
tokoll angegeben isoliert. Die Zellen fiir Osteoklasten-RNA wurden sechs Tage nach
Erscheinen der ersten sichtbaren in vitro differenzierten Osteoklasten geerntet.
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Alle aufgereinigten Nukleinsduren wurden mithilfe des Spektralphotometers
NanoDrop™ quantifiziert.

2.3.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Alle PCR-Amplifikationen wurden mit dem FIREPol® Master Mix in dem GeneAmp®
PCR System 9700 oder ProFlex™ 3 x 32-Well PCR System durchgefiihrt. Standard-
méifig wurden 50-200 ng genomische DNA bzw. 1-10 ng Plasmid oder cDNA mit je
0,25 uM des Vorwarts- und Riickwértsprimers in 1x FIREPol® Master Mix in einem
20-ul-Ansatz verwendet. PCR-Reaktionen ohne DNA dienten als Negativkontrolle.
Es wurde das in folgender Tabelle dargestellte PCR-Programm mit den primerspezi-
fischen Hybridisierungstemperaturen (T',,,,.q;) aus genutzt.

Tabelle 2.16: Standard-PCR-Programm.

Initiale 95°C 3 min
Denaturierung

Denaturierung 95°C 20 sec
Hybridisierung primerspezifisch 45 sec x33
Verlidngerung 72°C 1 min/kb
Finale Verlangerung 72°C 10 min
Abkiihlen 4°C 00

2.3.3 Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Molekiile wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese ihrer Grof3e nach aufge-
trennt. Dazu wurden mit DNA-Ladepuffer versetzte DNA-Proben und 3 ul der Gen-
ruler™ DNA-Leiter auf ein mit Ethidiumbromid gefiarbtes Agarosegel (0,8-2% in
1x TAE) aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 90-140V in
1x TAE Laufpuffer. Die gefarbte DNA wurde mithilfe der Geldokumentation G:BOX
HR und Gene Snap detektiert.
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2.3.4 Sanger-Sequenzierung

Amplifizierte PCR-Produkte wurden vor der Sequenzierung zunéichst mit Exonuklea-
sel und alkalischer Phosphatase (SAP) behandelt. Dazu wurden 8 ul PCR-Produkt
mit 1,6 U Exonuklease I und 0,3U SAP fiir je 15min bei 37°C und 72°C inku-
biert. Fiir die Sequenzreaktion wurden die Reagenzien des BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kits verwendet. Die Kettenabbruchreaktion wurde in einem 10-
pnl-Ansatz mit 1ul des aufgereinigten PCR-Produktes oder 100 ng eines Plasmides,
1,7 ul BigDye® Terminator Sequencing Buffer, 0,3 ul BigDye® Terminator und 0,2 ul
eines 10 uM Sequenzierprimers in einem der in genannten PCR-Cycler
durchgefithrt (25 Zyklen mit 96 °C fiir 30 sec, 50 °C fiir 15 sec und 60 °C fiir 2 min).
AnschlieBend wurden die Nukleinsduren mit dem Agencourt CleanSEQ Kit aufgerei-
nigt. Die Sequenzanalyse der aufgereinigten Nukleinsduren erfolgte mit dem 3730x1
DNA Analyzer. Die Geneious®Software wurde fiir die Analyse der Sequenzierdaten
verwendet.

2.3.5 Mikrosatellitenanalyse

Zum Nachweis der Identitidt und Reinheit der generierten Zelllinie ARO-iPS wurde
mit dem primidren Ausgangsmaterial (PBMCs des Patienten) und der generierten
Zelllinie eine Mikrosatellitenanalyse mit dem GenePrint® 10 System durchgefiihrt.
Entsprechend dem Herstellerprotokoll wurden der D21S11-Lokus und die 9 ASN-
0002-Loci (THO1, TPOX, vWA, AMEL, CSF1PO, D165S539, D7S820, D13S317 und
D5S818) amplifiziert und mit dem 3730x]1 DNA Analyzer detektiert.

2.3.6 Hochdurchsatz-Genomsequenzierung

Die Genome der mittels CRISPR editierten iPS-Klone 2 und 37 sowie der Ausgangs-
zelllinie ARO-iPS wurden von Macrogen Inc. (Korea) mithilfe des Illumina HiSeq X
Ten sequenziert. Die bioinformatische Analyse der Sequenzierdaten fithrte Manu-
el Holtgrewe der Technologieplattform Bioinformatik des Berliner Instituts fiir Ge-
sundheitsforschung (BIH) durch. Die sequenzierten DNA-Abschnitte (,reads) wur-
den zur GRCh37-Referenzsequenz (hs37d5.fa) mittels BWA-MEM (Li|[2013) alignt,
Duplikate wurden mittels SAMBLASTER (Faust und Hall|[2014) maskiert und die
sequenzierten DNA-Abschnitte wurden mithilfe des Samtools (Li et al.[2009) sortiert
und zu einer Binary-Alignment-Map (BAM)-Datei konvertiert. Kleine Sequenzvari-
anten sowie grofle strukturelle Varianten in den Genomen der iPS-Klone, die vom
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Genom der Ausgangszelllinie ARO-iPS abwichen, wurden mittels GATK Haplotype-
Caller v3.7 (DePristo et al.|2011) und Delly 2 (Rausch et al.|2012) identifiziert, mit
VarFish gefiltert und manuell im IGV-Browser validiert. Die potenzielle Pathogenitét
der Varianten wurde mittels Mutation Taster (mutationtaster.org) vorhergesagt.

2.3.7 Umklonierung des Donorkonstruktes

Das von Matthew Porteus geschenkte Plasmid pSFFV-turbo-GFP-AAV6 enthilt
das fiir die Virusproduktion benétigte rekombinante Genom des AAV6-GFP-
Donorvektors, bestehend aus einer Expressionskassette fiir eine verbesserte GFP-
Variante (turbo-GFP), die von homologen Sequenzen fiir den AAVSI-Lokus flan-
kiert wird. Mittels In-Fusion-Klonierung wurde das turbo-GFP-Gen des Vektors
mit der cDNA des Clcn7-Gens der Ratte ausgetauscht. Dazu wurde das Plasmid
pSFFV-turbo-GFP-AAV6 zunichst mit den Restriktionsenzymen Kpnl und Xhol
verdaut sowie mit Fast-AP™ dephosphoryliert. Dazu wurden 5ug des Vektors in
FastDigest-Puffer mit je 2ul FastDigest Kpnl, FastDigest Xhol und Fast-AP™ in
einem 60-pl-Ansatz fiir 1h bei 37°C inkubiert. Der verdaute Vektor wurde mittels
Agarose-Gelelektrophorese (Abschnitt 2.3.3) der GroBe nach aufgetrennt und das
gewiinschte Fragment (4438 bp) wurde aus dem Gel ausgeschnitten. Mit je 20 bp

flankierenden homologen Sequenzen des Zielvektors wurde rClcn7 mit den Primern
SFEV-rClcn7_F und SFFV-rClcn7_R (siehe von dem Plasmid pCl-Neo-
rClen7-HA mithilfe der Q5®-Polymerase nach den Angaben des Herstellerprotokolls
amplifiziert. Dazu wurde das folgende PCR-Programm verwendet: initiale Denatu-
rierung bei 98 °C fiir 30sec, 35 Zyklen mit 98 °C fiir 10sec, 68°C fiir 30 sec sowie
72°C fir 3min und finale Verlingerung fiir 2min bei 72 °C. Die Aufreinigung des
verdauten Vektors sowie des PCR-Fragments, die In-Fusion-Klonierungsreaktion
und die Transformation der E. coli mit den klonierten Vektoren wurden mithilfe des
In-Fusion® HD Cloning Kits nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Plasmide
wurden wie in [Abschnitt 2.3.1] beschrieben prapariert und die korrekte Vektor-
sequenz wurde durch einen Kontrollverdau mit Xhol und Kpnl und die Sequenzie-
rung mit den Primern BGH_R und rClcn7_F2 (siehe und [Abschnitt 2.3 .4)

verifiziert.

2.3.8 TIDE- und TIDER-Analyse

Mithilfe des Webtools TIDE (Tracking von Insertionen und Deletionen mittels
Dekomposition) wurden das Spektrum sowie die Haufigkeit von CRISPR/Cas9-
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induzierten Mutationen des editierten Ziellokus in der transfizierten iPS- oder
HSPC-Mischkultur bestimmt. Die TIDER (Tracking von Insertionen, Deletionen
und Rekombination)-Analyse ermoéglichte zudem die Quantifizierung der HDR-
vermittelten Mutationskorrektur in editierten iPS. Fir die TIDE- und TIDER-
Analyse wurde die genomische DNA der editierten Zellen wie in [Abschnitt 2.3.1]
angegeben, frithestens vier Tage nach der Transfektion isoliert. Der entsprechen-
de editierte Ziellokus (CLCN7 Exon 10, CLCN7 Exon 14 oder AAVS1) wurde mit den
in angegebenen TIDE-Primern nach dem Standard-PCR-Protokoll (sie-
he [Abschnitt 2.3.2) amplifiziert und anschlieBend mit denselben Primern wie in
Abschnitt 2.3.4] beschrieben sequenziert. Die Analyse der Sequenzierdaten erfolgte
mit dem webbasierten TIDE- bzw. TIDER-Algorithmus (Brinkman et al.|2014] 2018
https://tide.nki.nl).

2.3.9 Genotypisierung

Zur Bestimmung der Genotypen der editierten iPS-Klone wurde die genomische
DNA nach dem Protokoll von [Bak et al.|2018 mittels der QuickExtract™-Losung
gewonnen. Anschlie3end wurden die editierten Loci (CLCN7 Exon 10 bzw. 14) wie in
[Abschnitt 2.3.8/beschrieben amplifiziert und sequenziert. Die Sequenzen wurden mit
SeqPilot analysiert.

2.3.10 Nachweis der HDR-vermittelten Genaddition

Die Spezifitit der Genaddition in den AAVSI-Lokus in iPS bzw. HSPCs wur-
de mittels PCR validiert. Dazu wurde zuerst die genomische DNA aus der edi-
tierten iPS- oder HSPC-Mischkultur frithestens vier Tage nach der Transfekti-
on wie inAbschnitt 2.3.1] beschrieben gewonnen. Der editierte AAVSI-Lokus oh-
ne Transgen sowie die stromauf- und stromabwirts liegenden Grenzen zwischen

Genom und Transgen wurden mit den in [Abb.3.25la angegebenen Primern ent-

sprechend der dargestellten PCR-Strategie nach dem Standard-PCR-Protokoll aus

[Abschnitt 2.3.2|amplifiziert. Die jeweiligen Primersequenzen und primerspezifischen

Hybridisierungstemperaturen sind in[Tabelle 2.7 aufgelistet. Die PCR-Produkte wur-

den mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und sichtbar gemacht (siehe
hnitt 2.3.
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2.3.11 Quantitative RT-PCR

Die osteoklastenspezifische Genexpression von differenzierten iPS-Osteoklasten
wurde mittels quantitativer Reverse-Transkriptase-PCR (qRT-PCR) quantifiziert.
Die gesamte RNA von undifferenzierten iPS sowie differenzierten iPS-Osteoklasten

wurde wie in [Abschnitt 2.3.1] angegeben extrahiert und aufgereinigt. Dann wurde
1ug RNA durch Verwendung des RevertAid™ H Minus First Strand ¢cDNA Syn-
thesis Kits und zufélliger Hexamer-Primer in einem 20-pl-Ansatz in cDNA umge-
schrieben. Die qRT-PCR erfolgte im 96-Well-Format im QuantStudio® 3 Real-Time
PCR System mit je drei technischen Replikaten. Es wurde die cDNA von den osteo-
klastenspezifischen mRNAs ATP6V0A3, CLCN7, CTSK, MMP9 sowie der Kontrollen
GAPDH (Haushaltsgen) und OCT4 (Pluripotenzmarker undifferenzierter iPS) der
iPS-Linien iPS-4A, ARO-iPS, iPS-Klon 2 und iPS-Klon 37 amplifiziert. Die qRT-PCR
wurde mit je 2ng cDNA, je 1 uM des entsprechenden Vorwérts- und Rickwéartspri-
mers (siehe Tabelle 2.8) und dem HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR-Mix Plus in ei-
nem 20-ul-Ansatz mit dem folgenden Programm durchgefiihrt: initiale Denaturie-
rung fir 15min bei 95 °C, 40 Zyklen mit 95 °C fir 15sec, 60 °C fiir 1 min und 72°C
fiir 45 min sowie einer Schmelzkurve (95 °C fiir 1 min, 55 °C fir 30 sec und 95 °C fiir
30sec). Die Berechnung der relativen Genexpression erfolgte mithilfe der 2-22Cr-
Methode (Livak und Schmittgen|2001), wobei die Cp-Werte erst zur endogenen Kon-
trolle GAPDH und die GAPDH-normalisierten Werte der iPS-Osteoklasten zu denen
der undifferenzierten iPS normalisiert wurden. Die Diagramme sowie die statistische
Analyse wurden mit GraphPad Prism® erstellt.

2.3.12 Kopienzahlanalyse mittels quantitativer PCR

Die quantitative Amplifikation der editierten CLCN7-Loci (Exons 10 und 14) von ge-
nomischer DNA der editierten iPS-Klone wurde durchgefiihrt, um zu ermitteln, ob
durch die Genomeditierung ein Allelverlust stattgefunden hatte. Die quantitative
PCR (gPCR) wurde im 384-Well-Format im 7900HT Fast Real-Time PCR System
mit Triplikaten durchgefiihrt. Es wurden die CLCN7 Exons 10 und 14, aulerdem zu
Kontrollzwecken ALBUMIN und das X-chromosomale F8 Gen mit den in[Tabelle 2.7
gelisteten Primern von der gDNA der ARO-iPS, der editierten iPS-Klone 2, 4, 12
und 37 sowie der gDNA aus dem Blut eines Mannes amplifiziert. Die PCR erfolgte
mit 10ng gDNA der jeweiligen Probe, je 0,3 uM des entsprechenden Vorwarts- und
Riickwirtsprimers und dem HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR-Mix Plus im 18-pl-
Ansatz mit dem folgenden Programm: initiale Denaturierung fiir 15 min bei 95 °C,
40 Zyklen mit 95°C fiir 15sec, 60°C fir 30sec und 72°C fiir 45 min sowie einer
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Schmelzkurve (95 °C fiur 1 min, 55°C fiur 30sec und 95 °C fiir 30 sec). Fir die rela-
tive Quantifizierung wurden die Cp-Werte von 8, CLCN7 Exon 10 und 14 nach der
2-AACr_Methode (Livak und Schmittgen!2001) zunéchst auf die Cp-Werte der endo-
genen Kontrolle ALBUMIN normalisiert, dann wurden die normalisierten Werte von
ARO-iPS und den Klonen zur ménnlichen Blutkontrolle kalibriert.

2.3.13 Amplifikation und Sequenzierung der CLCN7-cDNA

Zur Uberpriifung der CLCN7-mRNA in den korrigierten iPS-Klonen 2 und 37 wurde
aus in vitro differenzierten Osteoklasten (siehe [Abschnitt 2.2.4) dieser Zelllinien so-
wie der Kontrollen ARO-iPS und iPS-4A wie in [Abschnitt 2.3.1l angegeben zunéchst
die gesamte RNA isoliert. Danach wurde die RNA in ¢cDNA umgeschrieben (sie-
he [Abschnitt 2.3.11) und die Exons5 bis 17 der CLCN7-mRNA wurden mit den
Primern C7_E5 F und C7 _E17 R (siehe entsprechend dem Standard-
PCR-Protokoll aus [Abschnitt 2.3.21 amplifiziert. Das einzelne, spezifische PCR-
Produkt der CLCN7-cDNA wurde mithilfe einer Agarose-Gelelektrophorese (siehe
[Abschnitt 2.3.3) validiert und anschlielend mit den eben genannten Primern wie in
[Abschnitt 2.3.4 beschrieben sequenziert.

2.3.14 Nachweis des Verlustes der Reprogrammierungsvektoren

Um zu uberpriifen, ob die generierte iPS-Linie BIHi002-A (ARO-iPS) frei von
den Sendai-Reprogrammierungsvektoren ist, wurde eine Reverse-Transkriptase-
PCR (RT-PCR) zur Detektion des Sendaivirusgenoms sowie der Transgene durchge-
fithrt. RNA-Gewinnung, cDNA-Synthese und RT-PCR erfolgten wie in Hennig et al.
2019 beschrieben mit dem RNeasy Plus Mini Kit, den TagMan Reverse Transkripti-
onsreagenzien und den in [Tabelle 2.8 gelisteten Primern des CytoTune-iPS 2.0 Re-

programming Kits.

2.3.15 PluriTest Microarray

Isolierte RNA (siehe|Abschnitt 2.3.1) wurde mithilfe des Illumina Total Prep-96 RNA
Amplification Kits entsprechend dem Herstellerprotokoll amplifiziert sowie biotiny-
liert und anschliefend mit dem HumanHT-12 v4 Expression BeadChip hybridisiert.
Der Microarray-Chip wurde mit dem Illumina iScan System gelesen. Die bioinfor-
matische Analyse der Transkriptomdaten erfolgte online mit PluriTest (Miiller et al.
2011, www.pluritest.org). RNA von humanen Vorhautfibroblasten (HFFs) und der

51



2 Materialien und Methoden

humanen iPS-Linie BIHi001-A (iPS-1A) diente als differenzierte Negativ- und pluri-

potente Positivkontrolle.

2.4 Zytogenetik

Fur die Detektion moglicher chromosomaler Aberrationen wurde eine Karyotypisie-
rung der generierten iPS-Linie BIHi002-A (ARO-iPS) mittels KaryoLite™ BoBs™
(PerkinElmer, Lund et al.|[2012) durchgefiihrt. Markierung, Aufreinigung und Hybri-
disierung von mindestens 240 ng genomischer DNA erfolgte nach Herstellerangaben.
Die Ergebnisse wurden mit der BoBsoft™-Analysesoftware (PerkinElmer) ausgewer-
tet. Weibliche und méannliche gDNA (Promega) dienten als Kontrollen. Ein normaler
Karyotyp wurde definiert, wenn die Fluoreszenzverhiltnisses aller Loci ~1,0 betru-

gen.

Die Karyotypanalyse der editierten iPS-Klone erfolgte mithilfe der Giemsa-
Farbung (G-Bandentechnik) von praparierten Metaphasenchromosomen mitotischer

Zellen. Diese wurde von der Praxis fiir Humangenetik in Berlin-Mitte durchgefiihrt.

2.5 Immunbiologische und zytochemische Methoden

2.5.1 Osteoklastenfarbung und -quantifizierung

Vier Tage nach Erscheinen der ersten sichtbaren in vitro differenzierten Osteoklas-
ten wurden diese mit 4% Paraformaldehyd fixiert und mit 0,1% Saponin permeabi-
lisiert. TRAP wurde fiir 15min bei RT mit 0,1 mg/mL Naphtol AS MX Phosphat-
dinatriumsalz und 0,6 mg/mL Fast Red Violet LB Salz in 40 mM Natriumacetat
und 10 mM Natriumtartrat gefiarbt. Die Farbung von Aktin erfolgte iiber Nacht bei
4°C mit fluoreszenzmarkiertem Phalloidin (Alexa Fluor™ 488, 1:400). DAPI (4°,6-
diamidino-2-phenylindol) wurde fiir die Farbung der Nuklei verwendet (15 min,
RT, 1pg/mL). Fluoreszenzaufnahmen gefarbter iPS-Osteoklasten wurden mit dem
Opera® Phenix™ High Content Screening System angefertigt, wihrend gefirbte
HSPC-Osteoklasten mit dem DMi8-Fluoreszenzmikroskop und der Leica Application
Suite X Software dokumentiert wurden.

Die Anzahl, die Grofle sowie die Anzahl der Nuklei von gefiarbten iPS-Osteoklasten
wurden quantifiziert. Die Analyse einer jeden Zelllinie erfolgte anhand von drei ter-
minalen Osteoklastendifferenzierungen einer iPS-Differenzierung mit je drei techni-
schen Replikaten (drei 24-Well-Kulturschalen), mit Ausnahme von iPS-Klon 2, von
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dem aufgrund von zu geringer Monozytenproduktion nur vier technische Replikate
einer Osteoklastendifferenzierung verwendet werden konnten. Von jedem 24-Well,
in dem iPS-Osteoklasten differenziert und gefirbt wurden, wurde repriasentativ je
eine Fluoreszenzaufnahme mit einer moéglichst hohen und niedrigen Osteoklasten-
dichte fiir die Analyse ausgewihlt, das einer Fliche von insgesamt 13,1 mm? pro
analysierten Well entspricht. Mittels einer Bildbearbeitungssoftware (GIMP) wur-
den in diesen Aufnahmen die Zellgrenzen manuell nachgezogen, Zellkérper wurden
rot, Hintergriinde blau eingefirbt. Diese Zellmaske wurde dann in der Bildanalyse-
software CellProfiler mit der dazugehorigen Fluoreszenzaufnahme der Nuklei iiber-
lagert. Zellkerne wurden von CellProfiler detektiert und gezahlt und Zellen mit min-
destens drei Nuklei wurden als Osteoklasten definiert. Aulerdem wurde die Anzahl
der Nuklei pro Osteoklast, die jeweilige Fldche der Osteoklasten sowie der Anteil
aller Nuklei, die in Osteoklasten liegen, bestimmt. Osteoklasten an der Bildgrenze
wurden von der Analyse ausgeschlossen. Die Darstellung als Box-Plots der ermittel-
ten Werte pro Bild, zusammengefasst von allen Experimenten und Replikaten, und
die statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism.

2.5.2 Immunfluoreszenzfarbung von Pluripotenzmarkern

In einer CellCarrier™ 96-Well Imaging-Platte kultivierte adhirente iPS wurden mit-
tels Cytofix/Cytoperm™ Fixation/Permeabilization Kit fixiert sowie permeabilisiert.
Die Pluripotenzmarker OCT3/4, TRA-1-60, SSEA4 und NANOG sowie die Nuklei
dieser Zellen wurden mit den in aufgelisteten Antikérpern und Hoechst
33342 wie in Hennig et al.|[2019|beschrieben gefarbt.

2.5.3 Immunfluoreszenzfarbung fiir Durchflusszytometrie

Fir die FACS-Analyse der Pluripotenz- und Keimblattmarker von nativen und diffe-
renzierten iPS wurden diese fixiert, permeabilisiert und mit den in auf-
gelisteten Antikorpern wie bereits beschrieben geféirbt (Hennig et al.|2019).

Um den HA-Tag des eingebrachten Clcn7-Transgens in editierten iPS bzw. HSPCs
detektieren zu konnen, wurden diese Zellen mithilfe des Inside Stain Kits fixiert, per-

meabilisiert und anschlieBend entsprechend dem Herstellerprotokoll mit dem Anti-

HA-FITC-Antikérper (siehe gefarbt.

Alle durchflusszytometrischen Daten wurden mit dem MACSQuant® VYB aufgenom-
men und mit FlowdJo analysiert. Fir die Analyse wurden Zelltrimmer und -dubletten
wie in |Abb.A.1lim [Anhang| dargestellt ausgeschlossen.
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Fir die Entwicklung neuer gentherapeutischer Ansétze zur Heilung der autosomal-
rezessiven Osteopetrose sollte zunidchst ein Krankheitsmodell geschaffen werden.
Die Reprogrammierung differenzierter Zellen in induzierte pluripotente Stammzel-
len ermoglicht eine unerschopfliche Quelle patientenspezifischer Zellen, die sich ge-
zielt in verschiedene Zelltypen entwickeln lassen. Ziel dieser Arbeit war es daher,
zunidchst aus PBMCs eines ARO-Patienten iPS zu generieren, die dann zum Zweck
der Krankheitsmodellierung in Osteoklasten differenziert werden sollten. Nach er-
folgreicher Etablierung sollte das iPS-basierte ARO-Krankheitsmodell genutzt wer-
den, um gentherapeutische Strategien fiir ARO, basierend auf der CRISPR/Cas9-

Genomeditierung, zu entwickeln und dessen Wirksamkeit zu untersuchen.

3.1 Generierung und Charakterisierung der humanen Zelllinie
ARO-iPS

3.1.1 Compound-heterozygote Mutation im CLCN7-Gen fiihrt zu ARO

In einem Kind gesunder, nicht konsanguiner Eltern (siehe Stammbaum in
[Abb.3.1}a) wurde nach Verdacht auf Osteopetrose aufgrund vermehrter Knochen-
dichte und angedeutetem ,bone-in-bone-sign“ der Schulterbliatter (siehe Ront-
genthorax in [Abb.3.1lb) eine Compound-Heterozygotie des CLCN7-Gens identi-
fiziert, bestehend aus zwei Missense-Mutationen: maternal ¢.875G>A (p.G292E)
sowie paternal c¢.1208G>A (p.R403Q). Letztere wurde bereits in einem ARO-
Patienten beschrieben (Pangrazio et al.| 2010), wohingegen die andere Muta-
tion in der Literatur noch unbekannt ist. Aufgrund dieses Befundes konnte
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Abbildung 3.1: Stammbaum und Klinik des Patienten mit ARQO. (a) Familien-
stammbaum des ménnlichen Indexpatienten P1. (b) Rontgenaufnahme des Thorax im
7. Lebensmonat mit vermehrter Knochendichte und angedeutetem ,bone-in-bone-sign“ der
Schulterblitter. Schidel-MRT im 4. Lebensmonat ((¢) T2w coronal und (d) T2w transversal)
zeigt geringe Hirnvolumenminderung und laminére subependymale Heterotopien (siehe rote
Pfeile). Unveroffentlichte Daten von ml_.”m

die vermutete Diagnose der ARO bestitigt werden. Da sich die pathogenen Mu-
tationen im CLCN7-Gen befinden, kann davon ausgegangen werden, dass es sich
um eine osteoklastenreiche ARO handelt. Untypischerweise zeigte dieser Patient
keine Storung der Hamatopoese, jedoch eine schwere neurologische Verlaufsform.
Diese war gekennzeichnet durch eine komplexe Entwicklungsstérung, geringe Hirn-
volumenminderung und leicht erweiterte dullere Liquorrdume sowie laminére sub-
ependymale Heterotopien (Abb.3.Ilc und -d). AuBerdem zeigte sich bereits ab dem
3. Lebensmonat eine schwere epileptische Enzephalopathie und im 8. Lebensmonat
eine progrediente Hirnatrophie mit zunehmendem Hydrozephalus. Der junge Pati-
ent verstarb schlieBlich im Alter von 14 Monaten (Boiti et al.[2016, unveréffentlichte
Daten).

3.1.2 ARO-iPS haben normale Stammzellmorphologie und
patientenspezifische CLCN7-Mutationen

Mononukleére Zellen des peripheren Blutes des oben beschriebenen Patienten wur-
den mithilfe der nicht-integrierenden viralen Sendai-Expressionsvektoren mit den
enthaltenen Genen der Yamanaka-Faktoren Oct3/4, Sox2, cMyc und Klf4 reprogram-
miert. Die Zelllinie BIHi002-A (im Folgenden ARO-iPS genannt) stammt von einer
einzelnen Kolonie, die nach der Reprogrammierung isoliert und expandiert wur-
de (Hennig et al|2019). Wie in [Abb.3.2la zu sehen ist, zeigten kultivierte ARO-

iPS die fiir pluripotente Stammzellen typische Koloniemorphologie. Die patienten-
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spezifischen CLCN7-Mutationen konnten mittels Sequenzierung in den generierten
ARO-iPS nachgewiesen werden (dargestellt in [Abb. 3.2}-b).

b ¢.875G>A maternal

A )
A‘.A ANAAAN AN .AA
GCAGRGGCTGCGGCCGGAGTG
A E/ A A A G V

G A
CLCN7 Exon 10
¢.1208G>A paternal

IAA AAN A AA
GACTTCGTCTCC
D F \ S

. Nl
n\n \ N\ \ '\'V\

TGGCTGACCATGTTTCRAATCAGGTGAGGAGAA
W L M F Q/R |

CLCN?7 Exon 14

Abbildung 3.2: Morphologie und Zellidentitit der generierten
patientenspezifischen iPS-Linie BIHi002-A (ARO-iPS). (a) Pha-
senkontrastaufnahme der morphologisch typischen iPS-Kolonien der
ARO-iPS. (b) Sequenzierung der patientenspezifischen Mutationen
c.875G>A (p.G292E) in CLCN7 Exon 10 und ¢.1208G>A (p.R403Q) in
CLCN7 Exon 14 in ARO-iPS. Modifiziert nach Hennig et al.[2019,

Die Zellidentitit wurde aulerdem mithilfe einer Mikrosatellitenanalyse von 10 ge-
nomischen Loci iiberpriift. Wie in [Tabelle 3.1l zu sehen ist, stimmten beide Allele der
generierten ARO-iPS mit denen des Ausgangsmaterials (ARO-PBMCs) in allen 10
getesteten Loci zu 100% uberein.

Tabelle 3.1: Mikrosatellitenanalyse von ARO-PBMCs und generierten
ARO-iPS. Gezeigt sind die Anzahlen der Mikrosatelliten-Wiederholungen der
10 analysierten Loci fiir beide Allele der getesteten Zellen.

Lokus 12|84 5|6|7] 8 |9]|AMEL|
118 [11]10] 6 [ 8]10] 29 17| X
ARO-PBMCs
1110121298 11]12[3812[18] Y
118 11|10 6 | 8]10] 29 [17] X
ARO-iPS
1110121293811 ]12[3812[18] Y
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3.1.3 Die generierte iPS-Zelllinie ARO-iPS ist frei von
Reprogrammierungsvektoren

In Passage 9 der generierten ARO-iPS wurde mittels RT-PCR nachgewiesen, dass die
Zelllinie frei von den verwendeten Sendai-Reprogrammierungsvektoren ist. Wie in
[Abb. 3.3 zu sehen ist, wurde die humane 18S rRNA als interne Kontrolle amplifiziert
und humane Vorhautfibroblasten, die mit den Sendai-Vektoren transduziert wurden,

dienten als Positivkontrolle fiir die Reprogrammierungsvektoren.

B 5 (&)
B = T = ol
(7)) xl o' :Cl - Hp) xl ol !l .
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- _v— :
HFF-SeV ARO-iPS

Abbildung 3.3: RT-PCR zum Nachweis der
Sendai-Reprogrammierungsvektoren. Die
Gelelektrophorese-Aufnahme der RT-PCR zeigt
keine nachweisbaren Reprogrammierungsvektoren
in Passage9 der generierten ARO-iPS. Positivkon-
trollen sind humane 18S rRNA (Hul8S) und RNA
von humanen Vorhautfibroblasten, die mit den
Sendai-Vektoren transduziert wurden (HFF-SeV).
Modifiziert nach [Hennig et al.[2019.

3.1.4 ARO-iPS haben einen normalen Karyotyp

Fiir die Uberpriifung der genomischen Integritit wurden die Chromosomen der Zell-
linie ARO-iPS einer Karyotypanalyse mittels KaryoLite™ BoBs™ unterzogen. Dabei
werden chromosomale Regionen des zu untersuchenden Genoms an kiinstliche Bak-
terienchromosomen (BACs) hybridisiert, die wiederum an Fluorochrom-gekoppelte
Beads gebunden sind (,BACS-on-Bead™ (BoBs™)“-Technologie, Vialard et al.|2011),
Lund et al.|2012). Indem die zu untersuchende DNA (hier die der ARO-iPS) mit weib-
licher (rot) und ménnlicher (blau) Kontroll-DNA mit jeweils normalen Karyotypen
verglichen wird, ermaglicht diese fluoreszenzbasierte Methode eine relative Quantifi-
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zierung der chromosomalen Bereiche. Wie die Ergebnisse in[Abb.3.4] zeigen, konnten
in den ARO-iPS keine chromosomalen Aneuploidien festgestellt werden (Karyotyp
46,XY).

0 0,5 1 1,5 2
—— —-—

01C 1,02 0,98 B

02C 0,97 0,90 .

03C 1,03 1,00 E

04C 1,08 1,06 4

05C 1,03 0,96 [T

06C 0,97 0,94 {L

07C 1,04 1,00 i

08C 1,01 0,99 T

09C 1,03 0,99 1

10C 1,04 0,98 i:

11C 1,03 1,04 T

12C 1,04 1,04 i

13C 1,03 1,01

14C 1,05 1,01 :

15C 1,03 0,97 B

16C 0,97 0,95 1H-

17C 1,01 0,97 ES

18C 1,04 0,97

19C 1,05 0,99

20C 1,02 1,00 .

21C 0,95 0,93 [

22C 1,06 1,01 !

Auto 0,97 0,97 Al

X1;ptel 0,65 1,00

X2;pcen 0,65 0,98

X3;qcen 0,67 0,96

X4;qtel 0,63 0,96

Y1;ptel 2,03 1,03 ©

Y2;pcen 3,80 0,79 b

Y3;qcen 1,54 0,93 <

Y4;qtel 3,20 0,89 b
0 0,5 1 15 2

Abbildung 3.4: Zytogenetische Analyse der ARO-iPS. Fiir die Chromo-
somenanalyse mittels KaryoLite™ BoBs™ wurde DNA von ARO-iPS mit
weiblicher (rot) und méannlicher (blau) Kontroll-DNA mit normalen Karyoty-
pen verglichen. Karyotyp von ARO-iPS: 46,XY. Modifiziert nach Hennig et al.
2019.

3.1.5 ARO-iPS sind pluripotent

Zur Uberpriifung der Pluripotenz der generierten Patientenzelllinie ARO-iPS wur-
den zunéchst Pluripotenzmarker der Zellen immunfluoreszent gefiarbt, sowohl
in Einzelzellsuspension zur anschlielenden quantitativen FACS-Analyse (sie-

he [Abb.3.5Fa) als auch in adhirenten Zellverbinden (siehe [Abb.3.5lb). Wie
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Abbildung 3.5: Pluripotenznachweise der ARO-iPS. (a) Quantitative Einzelzellanalyse
der Proteinexpression von Differenzierungs- (SSEA1) und Pluripotenzmarkern (OCT3/4, NA-
NOG, TRA-1-60 und SSEA4) in ARO-iPS mittels FACS. Zelltriimmer und -dubletten wurden
wie in [Abb.A 1]l gezeigt von der Analyse ausgeschlossen. Dargestellt sind gefirbte (schwarz)
und ungefirbte Zellen (grau, Negativkontrolle). (b) Immunfluoreszenzaufnahmen von adha-
renten ARO-iPS. Gefiarbt sind Nuklei (blau) sowie die Pluripotenzmarker OCT3/4 (rot), NA-
NOG (gelb), TRA-1-60 (griin) und SSEA4 (rot). (¢) Transkriptomanalyse mittels Microarray
und PluriTest. Bioinformatische Transkriptomanalyse sowie Grafikerstellung erfolgte mit-
tels PluriTest-Webtool (Miiller et al.[2011}, https:/pluritest.org). (a)—(c) modifiziert nach Hen-|

iig et al 2019

die FACS-Analyse der gefiarbten ARO-iPS zeigt, waren nur weniger als 5% der iPS
positiv fiir den Differenzierungsmarker SSEA1, wohingegen nahezu alle Zellen (97—
100%) jeweils die pluripotenzspezifischen Marker OCT3/4, NANOG, TRA-1-60 oder
SSEA4 exprimierten. Der Nachweis des pluripotenten Status der ARO-iPS anhand
dieser Pluripotenzmarker wurde durch die Immunfluoreszenz (Abb.3.5lb) bestitigt.
Fur eine detailliertere Beurteilung der pluripotenzspezifischen Genexpression wur-

de aullerdem ein Microarray durchgefiihrt, dessen Transkriptomdaten mithilfe des

PluriTest-Algorithmus (Miller et al.|2011), https:/pluritest.org) ausgewertet wurden.

Bei dieser bioinformatischen Analyse wird das Genexpressionsprofil der zu analysie-
renden Zelllinie mit einem datenbasierten Pluripotenzmodell verglichen. Dieses Mo-
dell wurde anhand einer Vielzahl von analysierten Transkriptomen bereits validier-
ter pluripotenter Stammzellen erstellt. Als Analyseresultat werden der Pluripotenz-
und Novelty-Index fiir die analysierte Zelllinie bestimmt. Der Pluripotenzindex ist
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dabei ein Mal} fir die Hochregulation pluripotenzassoziierter Gene, wiahrend der
Novelty-Index aussagt, wie stark das analysierte Genexpressionsprofil von dem des
Pluripotenzmodells abweicht (Peterson et al.[2011). Wie in [Abb.3.5lc zu sehen ist, be-
statigen der hohe Pluripotenz- sowie der niedrige Novelty-Indexwert die Pluripotenz

der ARO-iPS.

Das Differenzierungspotenzial der generierten iPS-Zelllinie wurde mittels gezielter
Keimblattdifferenzierung tiberpriift. Dazu wurden ARO-iPS in entodermale, meso-
dermale sowie ektodermale Zellen differenziert (siehe Phasenkontrastaufnahmen in
[Abb.3.6-a). AnschlieBend wurden keimblattspezifische Proteine der differenzierten
Zellen immunfluoreszent gefarbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Wie
in[Abb.3.6lb zu sehen ist, konnte die erfolgreiche Keimblattdifferenzierung durch den
jeweils hohen Anteil an entodermalen (CD184* Sox17*), mesodermalen (CD140b*
oder CD144%) bzw. ektodermalen (PAX6" Sox2*) Zellen bestéitigt werden.
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Abbildung 3.6: Keimblattdifferenzierung der ARO-iPS. (a) Phasenkontrastaufnahmen
der aus den ARO-iPS differenzierten Keimblitter Entoderm, Mesoderm und Ektoderm.
(b) FACS-Analyse der keimblattspezifischen Proteinexpression der differenzierten ARO-iPS.
Zelltriimmer und -dubletten wurden wie in[Abb.A 1| gezeigt von der Analyse ausgeschlossen.
Dargestellt sind gefiarbte (schwarz) und ungefirbte Zellen (grau, Negativkontrolle). Modifi-

ziert nach Hennig et al. 2019}
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3.2 Etablierung eines iPS-basierten Krankheitsmodells fiir

osteoklastenreiche ARO

3.2.1 Entwicklung eines Protokolls zur Differenzierung von iPS in
Osteoklasten

Um die generierte Patientenzelllinie ARO-iPS als Krankheitsmodell fiir
osteoklastenreiche ARO nutzen zu koénnen, ist eine Differenzierung die-
ser in Osteoklasten notig. Zu diesem Zweck entwickelte meine Kolle-
gin Uta Rossler ein Differenzierungsprotokoll, das in [Abb.3.7] veranschau-
licht ist. Ausgehend von einer iPS-Kultur, die in mTeSR1-Medium ge-
halten wird, werden im ersten Schritt embryoide Korper (,embryoid bo-
dies“, EBs) gebildet, in deren Zellen fiir vier Tage mittels der Zytoki-
ne BMP-4, VEGF und SCF eine mesodermale Differenzierung induziert

Einzelzellpassage EB-Transfer Suspensionszelltransfer

iPS-Zellkultur Bildung embryoider Hamatopoetische Osteoklasten-
Korper (EBs) Spezifizierung differenzierung
4 Tage 1-9 Wochen 6-14 Tage

mTeSR1 mTeSR1 X-VIVO 15 Alpha-MEM
BMP-4, VEGF, SCF IL-3, M-CSF M-CSF, RANKL

Abbildung 3.7: Schematisches Protokoll zur Differenzierung von iPS in Osteoklas-
ten. Ausgehend von iPS-Kulturen in mTeSR1-Medium erfolgt die Bildung embryoider Kor-
per (EBs) sowie die Induktion des Mesoderms fiir 4 Tage in mTeSR1-Medium, supplemen-
tiert mit BMP-4, VEGF und SCF. Anschlielend erfolgt die hamatopoetische Spezifizierung
und Expansion fiir 1-9 Wochen in X-VIVO-15-Medium mit IL-3 und M-CSF. Die dabei ent-
stehenden monozytiren Suspensionszellen werden fiir 6-14 Tage in Alpha-MEM-Medium
mit M-CSF und RANKL zu Osteoklasten differenziert. Phasenkontrastaufnahmen der
Differenzierungskultur zeigen iPS-Kolonien (a), einen EB (b), zwei monozytenproduzierende
Komplexe (¢) und differenzierte Osteoklasten (d). Adaptiert von Uta Rossler.
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wird. Anschliefend bilden sich aus gereiften EBs unter himatopoetischen Kultur-
bedingungen (X-VIVO-15-Medium supplementiert mit IL-3 und M-CSF) adhéirente
Komplexe aus, die iiber mehrere Wochen kontinuierlich monozytére Zellen produzie-
ren. Diese Suspensionszellen kénnen geerntet und unter Verwendung der Zytokine
M-CSF und RANKL in Alpha-MEM-Medium zu Osteoklasten differenziert werden.

Abbildung 3.8: Phasenkontrastaufnahmen differenzierter PBMC- und
iPS-Osteoklastenkulturen. Aus PBMCs angereicherte Monozyten (PBMC-1
und -2) und die iPS-Linien iPS-1A, iPS-4A und ARO-iPS wurden in OKs diffe-
renziert. PBMCs sowie iPS-1A und iPS-4A sind gesunde Kontrollen.

Im Folgenden wurde untersucht, ob von iPS stammende Osteoklasten vergleich-
bar zu in vitro differenzierten primiren Osteoklasten sind und ob sich der erwar-
tete osteopetrotische Osteoklastenphénotyp auch in den erzeugten ARO-iPS zeigt.
Dazu wurden aus PBMCs angereicherte Monozyten von zwei gesunden Blutspen-
dern (PBMC-1 und -2), zwei Kontroll-iPS-Linien (iPS-1A und iPS-4A) ebenfalls ge-
sunder Spender sowie die Patientenzelllinie ARO-iPS in Osteoklasten differenziert.
Phasenkontrastaufnahmen beispielhafter Osteoklastenkulturen sind in[Abb. 3.8 dar-
gestellt. Generell war die Morphologie von priméiren und iPS-basierten Osteoklasten
vergleichbar. Auffallend waren jedoch die unterschiedlichen GréoB3en der Osteoklas-
ten. ARO-iPS bildeten haufig iiberdurchschnittlich grofle Osteoklasten, die nicht sel-
ten an die 100 oder mehr Nuklei aufwiesen. Ein Teil eines solchen Riesenosteoklasten
ist auch in[Abb. 3.8/ zu sehen. Osteoklasten der Kontrollzelllinien iPS-1A und iPS-4A
zeigten ebenfalls eine Tendenz zu einer vergroflerten Fliache, wenn auch in deutlich
geringerem Umfang als bei Osteoklasten der ARO-iPS.
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3.2.2 Vergleichbare Morphologie von iPS- und primaren PBMC-Osteoklasten

Aufgrund dieser beobachteten Groflenunterschiede wurden verschiedene Parameter
der Osteoklastenmorphologie quantifiziert. Dies erfolgte anhand von Osteoklasten-
differenzierungen der oben genannten Monozyten und iPS-Zelllinien, die zu ver-
gleichbaren Zeitpunkten fixiert und zytochemisch gefirbt wurden. Reprasentative
Beispiele dieser Osteoklastenfarbungen sind in [Abb.3.9}a zu sehen. Auch gefirbte
primére und iPS-basierte Osteoklasten stimmten grundsitzlich in der Zellmorpho-
logie uiberein. Osteoklasten beider Urspriinge, inklusive der ARO-iPS, wiesen zahl-
reiche Nuklei, einen deutlichen Aktinring sowie eine starke TRAP-Farbung auf. Wie
anhand der Quantifizierung der OsteoklastengréBe in [Abb.3.9tb zu sehen ist, wa-
ren jedoch aus iPS differenzierte Osteoklasten wie erwartet etwas grofler als pri-
mare Osteoklasten. Dieses Phdnomen ist noch deutlicher sichtbar bei der Betrach-
tung der Verteilung der Osteoklastengrofle der Gesamtheit der analysierten Os-
teoklasten aller Experimente (Abb.A.2ta im [Anhang). Jedoch scheint es abhingig
von der Zelllinie zu sein, da dieser Unterschied kaum bei Osteoklasten der Zell-
linie iPS-4A (Kruskal-Wallis-Test, Dunns multipler Mittelwertvergleich PBMC-1 vs.
iPS-4A P =0,06), jedoch deutlich bei Osteoklasten der anderen Kontrollzelllinie iPS-
1A sichtbar war (Kruskal-Wallis-Test, Dunns multipler Mittelwertvergleich PBMC-1
vs. iPS-1A P =0,0009). Entsprechend den unterschiedlichen Osteoklastengrof3en der
verschiedenen Zelltypen waren auch signifikante Unterschiede zwischen den Anzah-
len der Nuklei pro Osteoklast sichtbar (Abb.3.9c, [Abb.A.2lb im [Anhang). Aus iPS

differenzierte Osteoklasten wiesen signifikant mehr Nuklei auf als priméire Osteo-

klasten. Um beurteilen zu konnen, wie effizient die Osteoklastendifferenzierung aus
iPS im Vergleich zu priméren Zellen ist, wurde aullerdem der Anteil aller gefarbten
Nuklei bestimmt, die in Osteoklasten liegen (siehe [Abb.3.9)d). Wihrend sich #hn-
lich viele iPS-Monozyten der Kontrollzelllinie iPS-1A zu Osteoklasten entwickelten
wie primédre Monozyten (bis zu 70%, Median 42%), war der Anteil der zu Osteoklas-
ten differenzierten Zellen bei der Kontrollzelllinie iPS-4A signifikant héher als der
der primaren Monozyten (bis zu 89%, Median 74%). Erwartungsgemifl waren im
Vergleich zu den Kontroll-iPS bei der Patientenzelllinie ARO-iPS signifikant gréf3ere
Osteoklasten mit mehr Nuklei zu beobachten (siehe[Abb. 3.9e und -f, Mann-Whitney-
Test P <0,0001). Im Mittel waren die Osteoklasten der ARO-iPS vier Mal grofler und
hatten drei Mal mehr Nuklei als die der Kontroll-iPS (Vergleich der Mediane). Auch
war der Anteil der zu Osteoklasten differenzierten Zellen bei ARO-iPS signifikant
héher als bei iPS gesunder Spender (Abb.3.9lg, Mann-Whitney-Test P =0,007).
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Abbildung 3.9: Quantitative Analyse von differenzierten PBMC- und iPS-
Osteoklasten. Aus PBMCs angereicherte Monozyten (PBMC-1 und -2) und die iPS-Linien
iPS-1A, iPS-4A und ARO-iPS wurden in OKs differenziert und je 4 Tage nach Beobachtung
der ersten differenzierten OKs fixiert und gefiarbt. PBMCs sowie die Zelllinien iPS-1A und
iPS-4A sind gesunde Kontrollen. (a) Reprasentative Fluoreszenzaufnahmen gefarbter OKs.
Blau: DAPI (Nuklei), griin: Phalloidin (Aktin), rot: TRAP. (b)-(g) Quantifizierung der ge-
farbten OKs. Dargestellt sind zusammenfasste Daten von je 3 Experimenten mit jeweils 3
technischen Replikaten (Min., 1. Quartil, Median, 3.Quartil, Max.). Kontroll-iPS entspre-
chen den zusammenfassten Daten von iPS-1A und iPS-4A. (b), (e) Gréfle der OK-Flache.
(c), (f) Anzahl der Nuklei pro OK. (d), (g) Anteil der Nuklei, die in OKs liegen. Statistische
Analyse: (b)-(d) Kruskal-Wallis-Test, Dunns multipler Mittelwertvergleich. (e)-(g) Mann-
Whitney-Test. P> 0,05 (ns), P <0,01 (**¥), P <0,001 (*%*¥), P <0,0001 (***%),
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3.2.3 Resorptionsdefekt der ARO-iPS-Osteoklasten und vergleichbare
Resorptionsfunktion der iPS- und PBMC-Kontrollosteoklasten

Im Zusammenhang mit osteoklastenreicher ARO ist das wichtigste Analysemerk-
mal der Osteoklasten ihre Resorptionsfunktion. Um diese analysieren zu konnen,
wurden differenzierte PBMC- und iPS-Osteoklasten fiir fiinf Tage auf Knochenschei-
ben kultiviert. Anschlielend identifizierte und vermal3 unser Kooperationspartner
Jacob Bastholm Olesen die entstandenen unterschiedlichen Resorptionsformen auf
den Knochenscheiben. Beispiele der verschiedenen Resorptionsformen (gruben- und
kanalférmige Resorption sowie Pseudoresorption) sind in[Abb.3.10+a zu sehen.

Auf allen Knochenscheiben, auf denen Osteoklasten gesunder Spender kulti-
viert wurden, konnte Resorption nachgewiesen werden. Das Erscheinungsbild der
osteoklastenvermittelten Frallspuren war zwischen priméaren und iPS-Osteoklasten
vergleichbar. Wie erwartet zeigte sich jedoch keine Resorption, wenn Osteoklas-
ten der ARO-iPS ausgesit wurden (siehe [Abb.3.10+a). Aus der Quantifizierung der
erodierten Knochenoberfliche, die in [Abb.3.10Mb und -d dargestellt ist, ldsst sich
schlieBen, dass PBMC- und iPS-Osteoklasten gesunder Spender eine vergleichba-
re Resorptionsaktivitit aufwiesen, wenn auch in den iPS-Osteoklasten tendenziell
bis signifikant mehr Pseudoresorption erkennbar war (Kruskal-Wallis-Test, Dunns
multipler Mittelwertvergleich PBMC-1 vs. iPS-1A P=0,28, PBMC-2 vs. iPS-4A
P=0,002). Wie in [Abb.3.10;d zu erkennen ist, zeigten iPS-Osteoklasten, insbe-
sondere die der Zelllinie iPS-4A, auch mehr kanalformige Resorption als PBMC-
Osteoklasten (Kruskal-Wallis-Test, Dunns multipler Mittelwertvergleich PBMC-1
vs. iPS-4A und PBMC-2 vs. iPS-4A P <0,0001).

Insgesamt hatten von iPS und PBMC stammende Osteoklasten mit den von uns
entwickelten Protokollen ein vergleichbares Differenzierungs- und Resorptions-
verhalten. Aullerdem spiegelten sich der in den ARO-Patienten beschriebene Resorp-
tionsdefekt der Osteoklasten sowie das Vorhandensein vergroflerter Osteoklasten in
den differenzierten Osteoklasten der Patientenzelllinie ARO-iPS wider. Somit stellen
ARO-iPS und die aus ihnen differenzierten Osteoklasten ein gutes Krankheitsmodell
der ARO dar.
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Abbildung 3.10: Analyse der Knochenresorption von PBMC- und iPS-Osteoklasten.
Aus PBMCs angereicherte Monozyten (PBMC-1 und -2) und die iPS-Linien iPS-1A, iPS-4A
und ARO-iPS wurden in OKs differenziert, auf Knochenscheiben transferiert und dort 5 Tage
kultiviert. (a) Beispielhafte lichtmikroskopische Aufnahmen der verschiedenen Resorptions-
formen. Roter Pfeil: kanalformige Resorption, blauer Pfeil: grubenformige Resorption, griiner
Pfeil: Pseudoresorption. (b)-(d) Vertiefungen auf der Knochenoberfliche wurden entspre-
chenden Resorptionsformen zugeordnet und vermessen. Dargestellt sind zusammengefasste
Daten von je 3 Experimenten (Min., 1. Quartil, Median, 3. Quartil, Max.), mit durchschnitt-
lich 7 analysierten Knochenscheiben pro Experiment (minimal 3, maximal 12). (b) Anteil
der erodierten Oberfliche (gruben- und kanalférmige Resorption) der Knochenoberfléche.
(¢) Anteil der pseudo-erodierten Oberfliche der Knochenoberfliche. (d) Anteil der kanal-
formigen Resorption der erodierten Oberflache. Statistische Analyse: (b)-(d) Kruskal-Wallis-
Test, Dunns multipler Mittelwertvergleich. P> 0,05 (ns), P < 0,001 (¥**), P <0,0001 (¥*%*%),
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3.3 CRISPR/Cas9-basierte Mutationskorrektur in ARO-iPS

Ein moglicher gentherapeutischer Ansatz fiir ARO ist die patientenspezifische Mu-
tationskorrektur mithilfe des CRISPR/Cas9-Systems. Da bei dem im [Abschnitt 3.1.1
beschriebenen Patienten und der aus seinen PBMCs reprogrammierten ARO-iPS ei-

ne Compound-Heterozygotie des CLCN7-Gens vorliegt, ist es wichtig, die Genom-
editierung allelspezifisch vorzunehmen. Aus diesem Grund wurden fiir beide CLCN7-
Mutationen gRNAs designt, die bevorzugt das mutierte Allel binden, indem die mu-
tierte Base Teil der gRNA-Zielsequenz ist und moglichst weit am 3’-Ende dieser liegt.
Wie in[Abb. 3.11] veranschaulicht ist, konnte fiir die Mutation in Exon 10 des CLCN7-
Gens eine gRNA gefunden werden (im Folgenden C7E10 gRNA genannt), in der
die Mutation die vierte Base vor dem 3’-Ende der gRNA-Zielsequenz ist. Bei der
gRNA fiir Exon 14 (C7E14 gRNA) ist die Mutation die siebte Base vor dem 3’-Ende
der gRNA-Zielsequenz. Fiir die HDR-vermittelten Mutationskorrekturen wurden

Exon 10

c.875G>A

|

GACTTCGTCTCCGCAGRGGCTGCGGCCGGAGTG mutierte
D E V E/G G v CLCN7-Allele
CLCN?7 Exon 10
C7 E10 gRNA
3GTCTCCGACGCCGGCCTCACS

Not

GACTTCGTCTCCGCTGGGGCGEGCEGCAGGAGTG SSODN'
ASTA>G T>G G>C C>A onoren
editierte Basen
\ korrigierte
CLCN7-Allele

GACTTCGTCTCCGCWGGGGCKGCSGCMGGAGTG
D F \ \ G G \

Exon 14

c.1208G>A
|

Al el

il

ALA Aoy

XA AA AAL. A AAA X MAA _AAN
TGGCTGACCATGTTTCRAATCAGGTGAGGAGA
W L F Q/R |
CLCN7 Exon 14
C7 E14 gRNA

3'ACAAAGEITTAGTCCACTCCTS

Mspl
TGGCTGACCATGTTdtGGATCAGGTGAGGAGAA
T>C |A>G
A>G

editierte Basen

LI

TGGCTGACCATGTTY CGRATCAGGTGAGGAGAA
w L M F R |

Abbildung 3.11: Strategie zur CRISPR/Cas9-basierten Korrektur der CLCN7-
Mutationen. Die mutationsspezifischen gRNAs C7E10 und C7 E14 ermdglichen die Cas9-
vermittelte Induktion von DSBs bevorzugt auf dem jeweiligen mutierten CLCN7-Allel in
Exon 10 bzw. 14. Mithilfe von ssODN-Donoren kénnen diese DSBs von der Zelle durch HDR
repariert werden, wodurch die CLCN7-Mutationen (roter Hintergrund) korrigiert (A>G, grii-
ner Hintergrund) und stille heterozygote Nukleotidaustausche (blauer Hintergrund) ein-
gebracht werden kénnen. Durch diese Korrektur entstehen die Restriktionsschnittstellen
NotI (Exon 10) und Mspl (Exon 14).
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3.3 CRISPR/Cas9-basierte Mutationskorrektur in ARO-iPS

aullerdem DNA-Donoren in Form von einzelstrangigen Oligonukleotiden (ssODNs)
designt. Wie in veranschaulicht ist, erméglichen diese Donoren nicht nur
eine Korrektur (A>G, griiner Hintergrund) der jeweiligen Mutation (roter Hinter-
grund), sondern auch das Einbringen stiller zuséatzlicher Nukleotidaustausche (blau-
er Hintergrund), durch die jeweils eine Restriktionsschnittstelle entsteht. Die HDR
wird dabei iiber je 60 bp lange Homologiearme gesteuert, deren Sequenzen identisch
zu den Zielloci sind (nicht dargestellt). Im Fall einer erfolgreichen Editierung des
lediglich mutierten Allels, lage das zuvor heterozygote mutierte Basenpaar nun ho-
mozygot in der Wildtypvariante vor, wihrend die eingebrachten stillen Mutationen
heterozygot vorhanden wiren (siehe korrigierte CLCN7-Allele in [Abb. 3.11).

3.3.1 Effiziente Genomeditierung in ARO-iPS

Fur die separate Mutationskorrektur der CLCN7-Mutation in Exon10 bzw. in
Exon 14 wurde die jeweilige gRNA komplexiert mit dem Cas9-Protein als Ribonukleo-
protein (RNP) gemeinsam mit dem entsprechenden ssODN-Donor mittels Trans-
fektion in die ARO-iPS eingebracht. Eine Analyse der CLCN7-DNA-Sequenzen der

Abbildung 3.12: TIDER-Analyse der CLCN7-
Mutationskorrektur in editierten ARO-iPS.
Fur CLCN7 Exon10 oder 14 spezifische Cas9-
RNPs und ssODNs wurden in ARO-iPS trans-
fiziert, 4 Tage spater erfolgte die DNA-Isolation
und Sequenzierung der CLCN7-Loci. Editie-
rungseffizienzen wurden mithilfe des TIDER-
Webtools bestimmt (Brinkman et al. 2018, htt-
ps://tider.deskgen.com). Datenpunkte zeigen Wer-
te unabhingiger Experimente (n=3), Balken sind
Mediane. Schwarz: Anteil der Sequenzen mit
InDels. Grau: Anteil der Sequenzen mit HDR-
vermittelter Korrektur.
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transfizierten Mischkultur mithilfe des TIDER-Algorithmus (Brinkman et al.|2018)
ermoglichte die Identifizierung und Quantifizierung der Editierungsereignisse. Die
Ergebnisse einer solchen TIDER-Analyse fiir die CLCN7 Exons 10 und 14 sind je-

weils beispielhaft im [Anhang] in [Abb.A.3] und [Abb.A.4] gezeigt. Indem die aberran-
ten Sequenzen des editierten Lokus in der transfizierten Mischkultur (siehe untere

Sequenz in [Abb.A.3la) mit der entsprechenden Referenzsequenz verglichen werden,
lassen sich vorhandene Insertionen und Deletionen (InDels) und HDR-vermittelte
Korrekturen vorhersagen und quantifizieren. Die Ergebnisse von drei unabhéingi-
gen Experimenten sind in [Abb.3.12] zusammengefasst. In Exon 10 des CLCN7-Gens
wurden in bis zu 80% der sequenzierten Allele InDels und in 23-32% der Falle die ge-
wiinschte HDR-vermittelte Korrektur identifiziert. Damit war zu erwarten, dass nur
wenige bis keine unverinderten Allele mehr vorhanden waren. Obwohl der Anteil an
Sequenzen mit entstandenen InDels in Exon 14 nur halb so grof3 war, war die Kor-
rektureffizienz nur minimal geringer als in Exon 10 (18-29%). Nachdem die erfolgrei-
chen und zugleich effizienten Mutationskorrekturen mittels TIDER-Analyse nachge-
wiesen werden konnten, wurden Einzelzellen der transfizierten Mischkulturen klo-
nal expandiert. Fiir die Genotypisierung wurden die einzelnen iPS-Klone sequen-
ziert.

Exon 10 Exon 14

GACTTCGTCTCCGCAGGGGCTGCGGCCGGAGTG
D F_V G'A A A G V

CLCN7 Exon 10

AN
TGGCTGACCATGTTTkGNATCAGGTGAGGAGAA
W L M F I R !

Referenz

VAY - XXV X XA XX A Y AXAAXY XA YAXA ARO-iPS
GACTTCGTCTCCGCAGRGGCTGCGGCCGGAGTG
D F \ E/G G \"
VWYY .“A\ [\ ‘A“A AL iPS-Kion 2 Al “‘ “ ‘ ‘C 0y ‘0
GACTTCGTCTCCGCWGGGGCKGCSGCMGGAGTG TGGCTGACCATGTTT,CRAATCAGGTGAGGAGAA
D F \" - fG - - E G \" W L M F Q/&
] 1 ;
: i
/ iPS-Klon 4 I !
GACTTCGTCTCCGCAGGGGCTGCGGCCGGAGTG TGGCTGACCATGTTTCRAATCAGGTGAGGAGAA
D F \" \ 7 G 1 A g \ G \" W L M F Q/Ri |
]
v
]
} H
v Y iPS-Klon 12 v
GACTTCGTCTCCGCAIGGGGCTGCGGCCGGAGTG TGGCTGACCATGTTTFANATCAGGTGAGGAGAA
D F \" 1 G 1 A / G \ w L M F 1
" ]
M ‘ o
YA ) Ml 00 WY N
A“ /) ‘ .“A“‘ OO Y X ) iPS-Klon 37 AW YV W YA YO WV
GACTTCGTCTCCGCAIGRGGCTGCGGCCGGAGTG TGGCTGACCATGTTYﬁGRATCAGGTGAGGAGAA
! s A A W

D F \% E/1G G \Y W B M F ;R il
Abbildung 3.13: DNA-Sequenzen ausgewihlter editierter iPS-Klone von CLCN7
Exon 10 und 14. Ausschnitte von den Exons 10 und 14 des CLCN7-Gens der gDNA von
klonal expandierten editierten ARO-iPS wurden sequenziert. Mutierte Basen (c.875G>A und
¢.1208G>A) sind dargestellt mit rotem, korrigierte Basen mit griinem und eingebrachte stille
Mutationen mit blauem Hintergrund.
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3.3 CRISPR/Cas9-basierte Mutationskorrektur in ARO-iPS

Die DNA-Sequenzen von den Exons 10 und 14 des CLCN7-Gens von vier ausgewéhl-
ten Klonen sind in abgebildet. Wie zu sehen ist, enthielten iPS-Klon 2 und
37 jeweils die gewiinschte A>G Mutationskorrektur in CLCN7 Exon 10 bzw. Exon 14
sowie heterozygot die stillen Mutationen. Klon 4 und 12 wiesen zwar die Mutations-
korrektur in Exon 10 auf, jedoch keine stillen Mutationen. In Klon 12 lag die ARO-
Mutation in Exon 14 aullerdem homozygot vor. Somit stellte sich die Frage, ob diese
beiden Klone einen Teil des maternalen CLCN7-Allels, auf dem auch die Mutation
in Exon 10 (c.875G>A) liegt, verloren hatten oder ob das maternale Allel iiber HDR
mithilfe des paternalen Allels korrigiert wurde.

Um dieser Frage nachzugehen, wurde eine Kopienzahlanalyse mittels quantitativer
PCR genomischer DNA der Exons 10 und 14 des CLCN7-Gens sowie zur Kontrolle
des X-chromosomalen F8-Gens durchgefiihrt. Wie die Ergebnisse in[Abb.3.14 zeigen,
lag jedoch in keiner der getesteten Zelllinien eine Kopienzahlvariation vor. Es kann
also davon ausgegangen werden, dass in den Klonen 4 und 12 eine Korrektur der
Mutation in Exon 10 des CLCN7-Gens mithilfe des paternalen Wildtypallels stattge-
funden hatte.

1.5+
SE Hl Kontrolle
» 1 [1 ARO-iPS
T 1.0 e H - [ iPS-Klon 2
= 2
E 3 iPS-Klon 4
2 0.5+ 1 iPS-Klon 12
2 0.
- =5 iPS-Klon 37
&
0.0- |:.: T |A-l.
F8 CLCN7 CLCN7
Exon 10 Exon 14

Abbildung 3.14: Kopienzahlanalyse ausgewihlter editierter iPS-
Klone. Quantitative PCR genomischer DNA der Exons10 und 14 des
CLCN7-Gens sowie des X-chromosomalen F8-Gens. Dargestellt sind
Mittelwerte und Standardabweichungen von 3 technischen Replikaten der
relativen Kopienzahl. Normalisierung zur endogenen Kontrolle sowie Ka-
librierung zur Kontrolle (gDNA aus Blut, méannlich).

Gemeinsam mit den identifizierten Genotypen der restlichen getesteten Klone (auf-
gelistet in und im [Anhang) sind diese Ergebnisse in den
Kreisdiagrammen der nachfolgenden Abbildung (Abb.3.15) zusammengefasst. Aus
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der transfizierten Mischkultur, in der die Editierung des Exons 10 des CLCN7-Gens
vorgenommen wurde, sind 14 Klone hervorgegangen. Darunter befanden sich 9 Klo-
ne (64%), in denen das pathogene Zielallel korrigiert wurde. Allerdings enthielten 3
dieser Klone zusétzlich InDels auf dem Wildtypallel und 2 Klone wurden, wie oben
bereits erwadhnt, nicht mithilfe des Donors, sondern mit dem Wildtypallel korrigiert.
Folglich konnte in 4 der 14 Klone (29%) die gewiinschte ssODN-vermittelte Korrek-
tur und gleichzeitig ein intaktes Wildtypallel nachgewiesen werden. Die restlichen
5 Klone (57%) zeigten Insertionen und Deletionen auf mindestens einem der Allele,
wobei in nur einem der Klone nicht das pathogene Zielallel, sondern lediglich der
Wildtyplokus editiert wurde. Somit wurde in jedem Klon mindestens ein Allel von
Exon 10 editiert und es konnte kein Klon nachgewiesen werden, der den Genotyp der
Ursprungszelllinie ARO-iPS trug. Insgesamt wurden in 13 der 14 (93%) pathogenen
Ziellallele und in 5 der 14 (36%) Wildtyploci Cas9-induziert genetische Verdnderun-
gen herbeigefiihrt.

iPS-Klone Exon10 iPS-Klone Exon14
C7 E10 RNP + ssODN C7 E14 RNP + ssODN

WT/NE
InDel/InDel

(2 von 14)
(1 von 14)
\ betroffenes Zielallel/Wildtypallel
NE/InDel Korr - mit ssOpN korrigiert
(1 von 14) NE - nicht editiert

InDel - Insertion und/oder Deletion
WT - mit Wildtypallel korrigiert

Korr/InDel
(3 von 14)

InDel/NE
(2 von 11)

Abbildung 3.15: Verteilung der CLCN7-Genotypen der editierten iPS-Klone. Grafi-
sche Darstellung der Verteilung identifizierter iPS-Klongenotypen der editierten Exons 10
und 14 des CLCN7-Gens. Analysierte gDNA wurde aus klonal expandierten editierten ARO-
iPS gewonnen. Positive Klone sind in Dunkelgriin, mit Wildtypallel korrigierte Klone in Hell-
grin, Klone mit InDels auf mindestens einem Allel in Grau und nicht editierte Klone in Weil3
dargestellt.

Die Editierung des CLCN7 Exons 14 der ARO-iPS resultierte in 11 Klonen, von denen
in 4 (36%) die gewiinschte Mutationskorrektur stattgefunden hatte. Zwei der 11 Klo-
ne (18%) hatten eine Deletion auf dem pathogenen Zielallel, wihrend die restlichen
5 Klone (45%) keine Editierung aufwiesen. Insgesamt wurden hier 6 der 11 (55%) be-
troffenen Zielallele editiert, wihrend alle Wildtypallele intakt blieben. Damit besta-
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3.3 CRISPR/Cas9-basierte Mutationskorrektur in ARO-iPS

tigen die Ergebnisse der Genotypisierung beider Korrekturansitze die der TIDER-
Analyse der transfizierten Mischkulturen aus|Abb. 3.12i

Im Folgenden wurde mit iPS-Klon 2 (Mutation ¢.875G>A in CLCN7 Exon 10 wurde
korrigiert) und iPS-Klon 37 (Mutation ¢.1208G>A in CLCN7 Exon 14 wurde korri-

giert) weitergearbeitet.

3.3.2 Genomintegritdt der korrigierten iPS-Klone

Zunichst wurde die genomische Integritat beider korrigierter Klone untersucht. Da-
zu wurde zuerst eine zytogenetische Analyse Giemsa-gefiarbter Metaphasenchromo-
somen beider iPS-Klone durchgefiihrt. Wie anhand der Karyogramme in[Abb. 3.16]zu
sehen ist, konnten sowohl im iPS-Klon 2 als auch im iPS-Klon 37 keine Aneuploidien

festgestellt werden.

iPS-Klon 2 iPS-Klon 37
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Abbildung 3.16: Zytogenetische Analyse der korrigierten iPS-Klone 2 und 37. Karyo-
gramme Giemsa-gefirbter Metaphasenchromosomen der Zelllinien iPS-Klon2 und iPS-
Klon 37. Karyotyp beider Klone: 46,XY.

Auflerdem wurden die Genome beider iPS-Klone sowie der Ausgangszelllinie
ARO-iPS mittels Hochdurchsatzverfahren (,next generation sequencing®) sequen-
ziert. Im Vergleich zu den Ursprungszellen (ARO-iPS) konnten im iPS-Klon 2 neun
neue Einzelnukleotidvarianten identifiziert werden, wovon sechs moglicherwei-
se pathogen sein konnten und drei als Polymorphismen einzuordnen sind (siehe
Tabelle A.3]im [Anhang). In iPS-Klon 37 wurden im Vergleich zu den ARO-iPS zehn
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neue Einzelnukleotidvarianten beobachtet, von denen die Hilfte als potenziell patho-
gen und die andere Hilfte als Polymorphismus eingestuft werden kann. Es konnten
keine neuen strukturellen Varianten festgestellt werden. Keine der entstandenen
Varianten konnte mit den vom CRISPOR-Webtool vorhergesagten Off-Target-Stellen
in Zusammenhang gebracht werden.

3.3.3 Erhaltene Pluripotenz in korrigierten iPS-Klonen

Da Genomeditierung und klonale Expansion grof3e Stressfaktoren fiir iPS darstellen,
ist es notig nachzupriifen, ob die generierten korrigierten iPS-Klone auch weiterhin
pluripotent sind. Zu diesem Zweck wurden die Pluripotenzmarker OCT3/4, NANOG,
TRA-1-60 und SSEA4 sowie als Negativkontrolle der Differenzierungsmarker SSEA1
immunfluoreszent gefirbt und anschlieBend mittels Durchflusszytometrie quantifi-
ziert. Wie die dargestellten Ergebnisse in zeigen, sind zwischen 94 und
100% der gefarbten Zellen beider Klone positiv fiir die jeweiligen Pluripotenzmarker,
wohingegen die Proteinexpression des Differenzierungsmarkers SSEA1 nur in unter
5% (Klon 2) bzw. unter 2% (Klon 37) der Zellen nachzuweisen war. Damit konnte die
erhaltene Pluripotenz beider korrigierter Klone bestéitigt werden.

Abbildung 3.17: FACS-Analyse der pluripotenzspezifischen Proteinexpression in
den korrigierten iPS-Klonen2 und 37. Die Pluripotenzmarker OCT3/4, NANOG,
TRA-1-60 und SSEA4 sowie der Differenzierungsmarker SSEA1 wurden in Einzelzellsus-
pensionen der iPS-Klone2 und 37 immunfluoreszent gefarbt. Zelltrimmer und -dubletten
wurden wie in gezeigt von der Analyse ausgeschlossen. Dargestellt sind gefirb-
te (schwarz) und ungefirbte Zellen (grau, Negativkontrolle).
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3.3.4 Erfolgreiche Osteoklastendifferenzierung der korrigierten iPS-Klone

Nachdem die genomische Integritidt sowie die Pluripotenz beider korrigierten iPS-
Klone nachgewiesen werden konnte, wurden diese zusammen mit den Kontroll-
zelllinien iPS-4A und ARO-iPS zu Osteoklasten differenziert. Zwar gelang es,
alle iPS-Linen erfolgreich in Osteoklasten zu differenzieren, die Ausbeute an
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Abbildung 3.18: Osteoklastendifferenzierung der korrigierten iPS-Klone. Die korri-
gierten iPS-Klone 2 und 37 sowie die Kontrollen iPS-4A und ARO-iPS wurden in OKs diffe-
renziert. (a) Beispielhafte Phasenkontrast- und Fluoreszenzaufnahmen differenzierter OKs
der verschiedenen iPS-Linien. Osteoklastenkulturen wurden 4 Tage nach Beobachten der
ersten differenzierten OKs fixiert und geféarbt, blau: DAPI (Nuklei), griin: Phalloidin (Ak-
tin), rot: TRAP. (b), (¢) Quantifizierung der gefirbten OKs. Dargestellt sind zusammen-
gefasste Daten von je 3 Experimenten mit je 3 technischen Replikaten (Min., 1. Quartil,
Median, 3.Quartil, Max.), mit Ausnahme von Klon2 (nur ein Experiment mit 4 techni-
schen Replikaten). (b) Grofle der OK-Flache. (¢) Anzahl der Nuklei pro OK. Statistische
Analyse: (b), (¢) Kruskal-Wallis-Test, Dunns multipler Mittelwertvergleich. P> 0,05 (ns),
P <0,05 (%), P<0,001 (¥#%), P <0,0001 (¥**%),
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monozytiaren Osteoklastenvorlduferzellen der korrigierten Klone war jedoch gerin-
ger als die der Kontrollzelllinien iPS-4A und ARO-iPS, weshalb es in den folgenden
Experimenten nicht immer moglich war, alle Experimente drei Mal zu wiederholen.
Kultivierte Osteoklasten aller vier Zelllinien sind in den Phasenkontrastaufnahmen
in [Abb.3.18a zu sehen. Die Polarisierung der Osteoklasten durch Ausbildung des
Aktinfilamentrings sowie die Anzahl der Osteoklastennuklei lassen sich deutlicher
in den reprisentativen zytochemischen Osteoklastenfiarbungen derselben Abbildung
erkennen. Wie bereits in beschrieben wurde, war auffillig, dass ARO-
iPS zu grioBeren Osteoklasten mit mehr Nuklei neigten. Wie anhand der mikrosko-
pischen Osteoklastenaufnahmen und der Quantifizierung der Osteoklastengréfle in
[ADbb. 3.18 und [Abb. A.5lim [Anhang| zu sehen ist, war dieser Phénotyp auch in Osteo-
klasten des korrigierten iPS-Klons 37, nicht jedoch in denen des Klons 2 vorhanden.

Die statistische Analyse der Quantifizierungsdaten mittels Kruskal-Wallis-Test und
Dunns multiplem Mittelwertvergleich bestitigte, dass es keinen signifikanten Un-
terschied in Grof3e und Anzahl der Nuklei zwischen Osteoklasten von ARO-iPS und
iPS-Klon 37 gab, wihrend die Osteoklasten des korrigierten iPS-Klons 2 im Vergleich
zu Osteoklasten der ARO-iPS signifikant kleiner waren (P =0,002) und weniger Nu-
klei aufwiesen (P =0,015). Leider konnte jedoch aufgrund geringer Zellausbeute der
iPS-Osteoklastendifferenzierung von Klon 2 nur ein Experiment durchgefithrt wer-
den, weshalb dieses Ergebnis kritisch zu beurteilen ist.

3.3.5 Eingeschrankte Wiederherstellung der Resorptionsfunktion in
Osteoklasten der korrigierten iPS-Klone

Im Folgenden wurde untersucht, ob die jeweilige Mutationskorrektur der gene-
rierten iPS-Klone zu einer Wiederherstellung der Resorptionsfunktion in diffe-
renzierten Osteoklasten fiihren konnte. Dazu wurde die Knochenresorption dif-
ferenzierter Osteoklasten der iPS-Klone2 und 37 sowie der Positiv- und Ne-
gativkontrollen iPS-4A und ARO-iPS wie in |[Abschnitt 3.2.3| beschrieben analy-
siert. Wie die nachfolgende Abbildung zeigt, konnte Resorption von
den Osteoklasten der korrigierten iPS-Klone beobachtet werden, erwartungsge-
méif jedoch nicht von den Osteoklasten der Patientenzelllinie ARO-iPS. Bei Os-
teoklasten des iPS-Klons 37 konnte sogar die aggressivere kanalformige Resorp-
tionsform nachgewiesen werden (siehe rote Pfeile in [Abb.3.19}a). Wie anhand
der Quantifizierung der Knochenresorption in [Abb.3.19}b zu sehen ist, war im
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Abbildung 3.19: Analyse der Knochenresorption von Osteoklasten der korrigier-
ten iPS-Klone. Die korrigierten iPS-Klone2 und 37 sowie die Positiv- und Negativkon-
trollen iPS-4A und ARO-iPS wurden in OKs differenziert und fiir 5 Tage auf Knochenschei-
ben kultiviert. (a) Lichtmikroskopische Aufnahmen einzelner Resorptionsvertiefungen (roter
Pfeil: kanalformige Resorption, blauer Pfeil: grubenformige Resorption, griiner Pfeil: Pseudo-
resorption). Quantifizierte Knochenresorption (b) und Pseudoresorption (¢) relativ zum me-
dianen Anteil der erodierten Knochenoberfldche von iPS-4A. Dargestellt sind zusammenfass-
te Daten von 3 Experimenten (Min., 1. Quartil, Median, 3. Quartil, Max.), mit durchschnittlich
3 analysierten Knochenscheiben pro Experiment (minimal 1, maximal 8). Statistische Analy-
se: Kruskal-Wallis-Test, Dunns multipler Mittelwertvergleich, P> 0,05 (ns), P=0,0155 (*).

Vergleich zu den Osteoklasten der Positivkontrolle iPS-4A bei den Osteoklasten der
korrigierten iPS-Klone jedoch deutlich weniger Resorption sichtbar. Relativ gese-
hen zur Positivkontrolle iPS-4A lag der Anteil der erodierten Knochenoberflache
der Osteoklasten der Klone bei maximal 6% bzw. 30% (Kruskal-Wallis-Test, Dunns
multipler Mittelwertvergleich, ARO-iPS vs. Klon2 P=0,14, ARO-iPS vs. Klon 37
P=0,11). Neben tiefer Resorptionsvertiefungen waren auch oberflichige Erosio-
nen (Pseudoresorption) bei den korrigierten iPS-Klonen zu beobachten. Normalisiert
zur Positivkontrolle lag der Anteil der pseudo-erodierten Oberflache bei Klon2 bei
maximal 19% (Dunns multipler Mittelwertvergleich, ARO-iPS vs. Klon2 P=0,015)
und bei Klon 37 bei maximal 7% (Dunns multipler Mittelwertvergleich, ARO-iPS
vs. Klon 37 P=0,07). Die absolute Quantifizierung zur Bestimmung der Anzahl der
Resorptionsereignisse in [Abb.A.7] im zeigt allerdings auch, dass es groBe
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3 Ergebnisse

Schwankungen beziiglich der Resorption zwischen den einzelnen Experimenten der-
selben Zelllinie gab (0—60 Resorptionsvertiefungen). Zudem konnten aufgrund der
geringen Zellausbeute der Osteoklastendifferenzierungen aus den iPS-Klonen nur
sehr wenige Knochenscheiben analysiert werden (durchschnittlich drei Knochen-

scheiben).

3.3.6 Keine Auffdlligkeiten in der CLCN7-mRNA von Osteoklasten der
korrigierten iPS-Klone

Um zu untersuchen, ob eine allelspezifische Genstilllegung oder Spleilidefekte die
mogliche Ursache fiir die eingeschrinkte Resorptionsfihigkeit der korrigierten Klo-
ne sein konnten, wurde die cDNA des CLCN7-Gens von Osteoklasten amplifiziert
und sequenziert. Die Amplifikation von Exon 5 bis 17 der cDNA des CLCN7-Gens lie-
ferte bei iPS-Klon 2 und iPS-Klon 37 sowie den Kontrollen iPS-4 und ARO-iPS je ein
spezifisches PCR-Produkt, das sequenziert werden konnte (sieche Gelelektrophorese-
Aufnahme der PCR in im [Anhang). Ausschnitte der cDNA-Sequenzen von
Exon 10 sowie Exon 14 und 15 des CLCN7-Gens sind in [Abb. 3.20] abgebildet.

Exon 10 Exon 14
r==5 Q3
GACTTCGTCTCCGCAGGGIGCTGCGGCCGGAGTG TGGCTGACCATGTTTICGAAWTCAGGTACATCCAC
D F \ HM A 8 G \ cDNA Referenz W L M F!R ! | R Y | H
]
|
iPS-4A i
(Kontrolle) TGGCTGACCATGTTTICGAATCAGGTACATCCACT
WL M F LRI R Y
ARO-iPS LYY Y Y \ A
TGGCTGACCATGTTTCRAATCAGGTACATCCAC
M FQ/RT R Y 1 H
l
iPS-Klon 2 !
TGGCTGACCATGTTTICRAATCAGGTACATCCAC
WL M F /R I R Y I H
A ¥y A iPS-Klon 37 BABEA \ |
GACTTCGTCTCCGCAGRGQCTGCGGCCGGAGTG TGGCTGACCATGTTYCGRATCAGGTACATCCAC
D F V /G G V M "RI1 1 R Y | H

| :

Abbildung 3.20: Ausschnitte der Sequenzen der CLCN7-cDNA in Osteoklasten der
korrigierten iPS-Klone. Aus differenzierten OKs gewonnene mRNA der korrigierten iPS-
Klone 2 und 37, der Ausgangszelllinie ARO-iPS und der Kontrolle iPS-4A wurde in cDNA
umgeschrieben. CLCN7 wurde amplifiziert und sequenziert. ARO-Mutationen haben roten,
korrigierte Mutationen griinen und stille eingebrachte Mutationen blauen Hintergrund.
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3.3 CRISPR/Cas9-basierte Mutationskorrektur in ARO-iPS

Wie anhand der Signalhche der eingebrachten heterozygoten stillen Mutatio-
nen (blauer Hintergrund) in den Sequenzen zu sehen ist, wurden beide Allele in
den Osteoklasten der korrigierten Klone gleichermallen exprimiert. Dariiber hin-
aus konnten keine Spleiflidefekte beobachtet werden (nicht dargestellt fiir Exon
10, siehe Ubergang von CLCN7 Exon 14 zu 15). Auch die restlichen Bereiche der
sequenzierten CLCN7-cDNA (Exon 5-17) zeigten keinerlei Auffilligkeiten.

3.3.7 Normale Induktion der osteoklastenspezifischen Genexpression in
differenzierten Osteoklasten korrigierter iPS-Klone

Zur Uberpriifung der osteoklastenspezifischen Genexpression wurde die mRNA von
undifferenzierten iPS und differenzierten Osteoklasten der korrigierten iPS-Klone
sowie der Kontrollen iPS-4A und ARO-iPS mittels qRT-PCR analysiert. Es wurden
die mRNA-Expressionslevel der osteoklastenspezifischen Gene CLCN7, ATP6V0AS3,

Abbildung 3.21: Quantitative Analyse der osteoklastenspezifischen Genexpression
mittels gRT-PCR in differenzierten iPS. Analysiert wurde die Genexpression der Osteo-
klastenmarker CLCN7, ATP6V0A3, CTSK und MMP9 sowie des Pluripotenzmarkers OCT4
mit iPS- und Osteoklasten-RNA der Zelllinien iP-4A, ARO-iPS, iPS-Klon 2 und iPS-Klon 37.
Dargestellt ist die zur endogenen Kontrolle normalisierte Genexpression in OKs relativ zur
Genexpression in iPS. Datenpunkte reprisentieren Werte einzelner unabhéngiger Experi-
mente, Balken zeigen Mediane.
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3 Ergebnisse

CTSK und MMP9 sowie des Pluripotenzmarkers OCT4 untersucht. Zur Veran-
schaulichung der Expressionsunterschiede zwischen iPS und Osteoklasten wurden
die mRNA-Level der Osteoklasten zu denen der undifferenzierten iPS normali-
siert (siehe [Abb.3.21). Wie erwartet konnte im Vergleich zu undifferenzierten iPS
eine Hochregulation der Osteoklastenmarkerexpression sowie ein nahezu vollstian-
diger Expressionsverlust des pluripotenzspezifischen Gens OCT4 in differenzierten
Osteoklasten beobachtet werden. Dabei zeigten Osteoklasten des iPS-Klons 37 eine
Tendenz zu einer stirkeren Expressionsinduktion der Osteoklastenmarker CLCN7,
ATP6V0A3 und MMP9, nicht jedoch von CTSK. Allerdings ist zu beriicksichtigen,
dass aufgrund der geringen Zellausbeute der Osteoklastendifferenzierung nur eine
Osteoklasten-mRNA analysiert werden konnte. In Osteoklasten der ARO-iPS waren
im Vergleich zu den anderen Zelllinien auBlerdem verringerte CTSK-Level vorhan-
den. Auch wenn zwischen den verschiedenen Zelllinien kleine Unterschiede in der
Hochregulation osteoklastenspezifischer Genexpression vorhanden waren, lagen die-
se in dem fiir das jeweilige Gen ublichen Bereich der experimentellen Schwankungen.
Somit konnten keine Auffilligkeiten beziiglich der Induktion der osteoklastenspezi-
fischen Genexpression in den differenzierten Osteoklasten der korrigierten Klone 2
und 37 beobachtet werden.

3.4 Additiver Gentransfer in den AAVS1-Lokus mittels
CRISPR/Cas9

Neben der patientenspezifischen Mutationskorrektur ist der additive Gentransfer
von Wildtyp-cDNA in den AAVSI-Lokus, einen sogenannten genomischen ,sicheren
Hafen“, ein weiterer moglicher gentherapeutischer Ansatz zur Heilung der ARO.
Fur die Etablierung dieser Methode wurden zwei verschiedene Transgenkonstrukte
getestet. Eines der Donorkonstrukte enthielt eine GFP-Expressionskassette, das an-
dere eine Expressionskassette fiir die Wildyp-cDNA des Clcn7-Gens der Ratte, die
mit einem HA-Tag markiert war. Das CIC-7-Protein des Menschen und der Ratte
stimmen in 96% der Proteinsequenz iiberein (Brandt und Jentsch|(1995), jedoch ak-
kumuliert das C1C-7-Protein der Ratte bei Uberexpression weniger stark im endo-
plasmatischen Retikulum als das humane (unveréffentliche Daten von Tobias Stau-
ber). Wahrend das Clcn7-HA-Konstrukt fiir den eigentlichen gentherapeutischen An-
satz fir die CLCN7-abhéingige ARO genutzt werden konnte, ermdéglichte das GFP-
Konstrukt aufgrund seines enthaltenen fluoreszierenden Reporterproteins eine ein-
fache Analyse der Integrationseffizienz und erleichterte damit die Etablierungsarbeit
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3.4 Additiver Gentransfer in den AAVS1-Lokus mittels CRISPR/Cas9

der Methode. Wie in [Abb.3.22] veranschaulicht ist, sind beide Transgenkonstrukte
unter der Kontrolle des starken viralen Promoters SFFV. Um die HDR-vermittelte
Integration der Konstrukte in den AAVS1-Lokus zu ermoglichen, sind beide Kon-
strukte aullerdem mit den homologen Sequenzen 400bp stromauf- und stromab-
wiarts der gRNA-Zielsequenz, und damit der Cas9-Schnittstelle, flankiert. Als Donor-
vektoren fiir den additiven Gentransfer wurden rekombinante AAV6-Vektoren be-
nutzt, sodass die Donorkonstrukte als einzelstrangige DNA-Donoren mittels Trans-
duktion in die Zellen eingebracht werden konnten. Der in [Abb.3.22lb dargestellte
AAV6-GFP-Donor wurde uns von Matthew Porteus zur Verfiigung gestellt, wihrend
der Donor fiir das Clcn7-HA-Konstrukt (AAV6-C7) durch Umklonierung des AAV6-
GFP-Donors generiert wurde.

400 bp 400 bp
a Homolgie Homolgie

| linker rechter
AAVS1-Lokus | Am Arm

gRNA =

400 bp
Homolgie

linker
Transgenkassette

400 bp
Homolgie

rechter ‘
Arm

AAVS1-Lokus
mit Integration

400 bp 400 bp

b Homolgie Homolgie
AAV6-GFP inkee SFFV. GFp  H pa [ echter
Donor I
400 bp | 3195 bp . 400 bp
omolgie omolgie
c H Igie * "H lqi
linker rechter
AAVB-C7 i SFFV Clcn7-HA pA T
Donor J_

Abbildung 3.22: Schema der Transgenaddition in den
AAVSI-Lokus und der Donorvektoren. (a) Durch je
400bp lange Homologiearme stromauf- und stromabwérts
der gRNA-Zielsequenz und Cas9-Schnittstelle kann die In-
tegration der Transgenkassette in den AAVSI-Lokus tiber
HDR erfolgen. (b) AAV6-Donorvektor fiir die transgene GFP-
Expressionskassette. (¢) AAV6-Donorvektor fiir die transgene
Clcn7-HA-Expressionskassette.
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3 Ergebnisse

3.4.1 Stilllegung der Transgene in ARO-iPS

Fur die Integration des GFP- bzw. des Clcn7-HA-Transgens in den AAVSI-
Lokus wurde zunéchst das Cas9-Protein, komplexiert mit der AAVS1-spezifischen
gRNA (AAVS1-RNP), mittels Transfektion in ARO-iPS eingebracht. Anschlielend
wurde das jeweilige einzelstrangige GFP- bzw. Clcn7-HA-Donorkonstrukt mit dem
jeweiligen rekombinanten AAV6-Vektor in die Zellen transduziert. Eine Woche nach
der durchgefithrten Genomeditierung wurde die Proteinexpression der Transgene
mittels Durchflusszytometrie untersucht. Um das Clcn7-HA-Transgen detektie-
ren zu konnen, wurden die Zellen zuvor mit einem Fluorochrom-gekoppelten HA-
Antikorper gefiarbt. ARO-iPS, in die das GFP-Transgen eingebracht wurde, konnten
dagegen ungefirbt analysiert werden. Wie anhand der Ergebnisse der FACS-Analyse
in zu sehen ist, konnte jedoch keine stabile Proteinexpression der Trans-
gene in den ARO-iPS nachgewiesen werden, obwohl zwei Tage nach der Transfektion
eine starke transiente Transgenexpression beobachtet werden konnte (siehe
im [Anhang). Daher wurde im Folgenden untersucht, ob die Transgene nicht stabil
in den AAVSI-Lokus integriert werden konnten oder ob die Integration erfolgreich
stattgefunden hatte, die Transgene jedoch nicht exprimiert wurden.

Untransfiziert AAVS1-RNP AAVS1-RNP
+ AAV6-GFP + AAV6-C7
10° GFP*/ HA* 10° 4 GFP* 10° 4 HA*
3 0,16% E| 0,22% k| 0,12%
(@) 4 4 4
= 103 10" 1 10% 4
n =
j<.: 1077 & 10° ;'-' 1077
k= o L
< 102+ 1024 € 1024
% <
101 3 101 3 101 3
10 10 10
T T T T T T T T T T T T T T T
0 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K
FSC FSC FSC

Abbildung 3.23: FACS-Analyse der Transgenexpression in editierten ARO-iPS. ARO-
iPS wurden mit AAVS1-RNP transfiziert und mit AAV6-Donoren (GFP oder C7) transdu-
ziert. Die Analyse erfolgte 6 Tage nach der Genomeditierung. Untransfizierte ARO-iPS und
mit AAVS1-RNP sowie AAV6-C7 editierte ARO-iPS wurden mit Anti-HA-FITC gefarbt. GFP-
editierte ARO-iPS wurden ungefirbt analysiert. Zelltrimmer und -dubletten wurden wie in
gezeigt von der Analyse ausgeschlossen.
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3.4 Additiver Gentransfer in den AAVS1-Lokus mittels CRISPR/Cas9

Dazu wurde zuerst iiberpriift, ob es mit dem eingebrachten AAVSI-spezifischen
Cas9-RNP moglich war, DNA-Doppelstrangbriiche in den ARO-iPS zu induzieren,
die die Voraussetzung fiir eine HDR-vermittelte Integration des Transgens in den
AAVS1-Lokus sind. Da DNA-Doppelstrangbriiche zu Insertionen und Deletionen (In-
Dels) fithren konnen, lidsst sich die Cas9-Aktivitdt mithilfe der TIDE-Analyse un-
tersuchen, die anhand aberranter DNA-Sequenzen des sequenzierten Ziellokus er-
rechnen kann, wie hoch der Anteil der Allele mit InDels in der editierten Misch-
kultur ist. Dafiir wurde der AAVS1-Lokus der editierten ARO-iPS-Mischkultur am-
plifiziert, sequenziert und mithilfe des TIDE-Webtools (Brinkman et al. |2014, htt-
ps://tide.deskgen.com) analysiert. In den AAVS1-Sequenzen in [Abb.3.24la sowie in
den Ergebnissen der beispielhaften TIDE-Analyse in[Abb.3.24lb sind die aberranten
Sequenzen im AAVS1-Lokus, die ab 3bp vor der Cas9-Schnittstelle auftreten, deut-
lich zu erkennen. Mithilfe dieser Sequenzierdaten und des TIDE-Algorithmus wurde
ein Anteil der Sequenzen mit InDels im AAVSI-Lokus in den editierten Mischkul-
turen von ca. 80% berechnet. Wie in [Abb.3.24}c in den Ergebnissen der beispiel-
haften TIDE-Analyse zu sehen ist, konnten am h&aufigsten eine Deletion eines Ba-
senpaars (39,5% der Allele) und eine Deletion von 12bp (15% der Allele) ermittelt
werden. Diese hohe Editierungseffizienz unterschied sich dabei kaum zwischen den
verschiedenen editierten ARO-iPS (kein Donor oder Donor AAV6-GFP oder Donor
AAV6-CT7). Folglich konnten Cas9-induzierte DNA-Doppelstrangbriiche im AAVSI-

Lokus in den editierten ARO-iPS nachgewiesen werden.

Mittels PCR wurde anschlieend untersucht, ob nach erfolgreicher Induktion des
DNA-Doppelstrangbruchs durch Cas9 im AAVSI-Lokus auch eine stabile Integra-
tion des GFP- bzw. Clcn7-HA-Transgens stattgefunden hatte. Wie in dem Schema
der PCR-Strategie in [Abb.3.25la veranschaulicht ist, wurden dazu die stromauf-
und stromabwirts liegenden Ubergénge vom AAVSI-Lokus zum jeweiligen Donor-
konstrukt sowie der AAVS1-Lokus ohne Insert amplifiziert. Mithilfe dieser PCRs,
deren Gelelektrophorese-Aufnahmen in [Abb.3.25b dargestellt sind, konnte die er-
folgreiche stabile Integration des GFP- bzw. des Clcn7-HA-Transgens in den AAVS1-
Lokus der ARO-iPS nachgewiesen werden, die mit AAVSI-spezifischen Cas9-RNP
transfiziert und dem entsprechenden AAV6-Donor transduziert wurden. Damit kann
davon ausgegangen werden, dass es vermutlich aufgrund des viralen Promoters zur
Stilllegung des Transgenlokus gekommen ist, wodurch keine Proteinexpression in
der FACS-Analyse gesehen werden konnte (siehe [Abb.3.23).
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Abbildung 3.24: TIDE-Analyse des AAVSI-Lokus in editierten ARO-iPS. ARO-iPS
wurden mit AAVS1-RNP transfiziert und ggf. mit AAV6-GFP oder AAV6-C7 transduziert.
DNA wurde 1Woche nach Genomeditierung isoliert und analysiert. (a) Ausschnitte der
AAVS1-Sequenzen sowie vorhergesagte Anteile der Sequenzen mit InDels im AAVSI-Lokus
in editierten ARO-iPS. (b) Qualitédtskontrolle der TIDE-Analyse durch Visualisierung der er-
warteten Cas9-Schnittstelle (gestrichelte Linie), der genutzten Dekompositionsregion (grau-
er Balken) und der aberranten Sequenzen der Testprobe (grau, ARO-iPS + AAVS1-RNP) und
Kontrollprobe (schwarz, ARO-iPS). (¢) Die Vorhersage der Anteile der Sequenzen mit be-
stimmten InDels im AAVSI-Lokus in der Testprobe (ARO-iPS + AAVS1-RNP). Die Bestim-
mung der Anteile der Sequenzen mit InDels in (a) sowie die Erstellung der Grafiken (b) und
(c) erfolgte mittels TIDE-Webtool, Beschriftungen wurden ins Deutsche iibersetzt

2014] https://tide.deskgen.com).
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Abbildung 3.25: PCR-Nachweis der Transgenaddition in den AAVSI-
Lokus editierter ARO-iPS. (a) Schema der PCR-Strategie zum Nachweis
einer stabilen Integration des Clcn7-HA- oder GFP-Transgens in den AAVS1-
Lokus. Pfeile mit gestrichelter Linie zeigen PCR-Produkte mit Primern:
AAVS1-Lokus ohne Transgen (1006 bp), linker Ubergang AAVSI zu Trans-
gen (1103bp) und rechter Ubergang Transgen zu AAVS1 (GFP-Transgen:
1468 bp, Clcn7-HA-Transgen: 1997 bp). (b) Gelelektrophorese-Aufnahmen
der PCRs. Genomische DNA der ARO-iPS wurde 1Woche nach AAVSI-
Genomeditierung gewonnen: untransfiziert, transfiziert ohne AAVS1-Cas9-
RNP (Mock), transfiziert mit RNP, transfiziert mit RNP und transduziert mit
AAV6-GFP (RNP + GFP) oder AAV6-C7 (RNP + C7-HA). Die Negativkontrolle
der PCR enthielt keine DNA.
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3.4.2 Effiziente Transgenaddition in den AAVS1-Lokus in HSPCs

Da der virale SFFV-Promoter in himatopoetischen Stamm- und Vorlduferzellen
(HSPCs) nicht zur Genstilllegung fithrt (Bak et al.|[2017), wurde im néchsten Schritt
die gentherapeutische Strategie der Genaddition in den eigentlichen therapeutischen
Zielzellen, den HSPCs, getestet. Aufgrund der Seltenheit der ARO und des gerin-
gen Alters der Patienten stehen jedoch keine HSPCs von Patienten zur Verfiigung,
weshalb mit CD34* HSPCs aus Nabelschnurblut gesunder Kinder gearbeitet wur-
de. Wie zuvor bei den ARO-iPS (beschrieben im vorherigen Abschnitt) wurden die
Zellen mit dem AAVSI-spezifischen Cas9-RNP transfiziert und anschlieend mit
dem AAV6-GFP- oder AAV6-C7-Donor transduziert. Die Genexpression der Trans-
gene wurde dann vier Tage nach der Genomeditierung mittels FACS-Analyse unter-
sucht, die eine starke Transgenexpression in einem hohen Anteil der behandelten
HSPCs zeigte. In der in [Abb.3.26la dargestellten beispielhaften FACS-Analyse ex-
primierten tuber 56% der editierten HSPCs das GFP-Transgen im hohen MaSB. Je-
doch war auch in 0,5% der HSPCs, die nur mit dem AAV6-GFP-Donor transduziert
wurden und kein AAVS1-RNP erhielten, eine starke GFP-Expression vorhanden. Da
die FACS-Analyse bereits vier Tage nach der Genomeditierung durchgefiihrt wurde,
konnte es sich dabei noch um transiente Expression des Vektors handeln, oder der
Donorvektor wurde in diesen Zellen unspezifisch ins Genom integriert. In den edi-
tierten HSPCs, die in [Abb.3.26lb dargestellt sind, konnte die Expression des deut-
lich groBeren Clcn7-HA-Transgens in 32% der analysierten Zellen gezeigt werden.
In [Abb.3.26tc, -d und -e sind die bestimmten Editierungseffizienzen der behandel-
ten HSPCs aller fiinf Nabelschnurblutspender zusammengefasst. Wurden die Zel-
len lediglich mit dem AAVS1-RNP transfiziert, erhielten jedoch keinen Donorvek-
tor, konnten mittels TIDE-Analyse in 50-77% der Allele InDels nachgewiesen wer-
den (Abb. 3.26lc, beispielhafte TIDE-Analyse in[Abb. A.9lim[Anhang). Bei zusétzlicher
Transduktion mit dem AAV6-GFP-Donor lag der Anteil der HSPCs mit einer starken
GFP-Expression im nahezu gleichen Bereich (45-75%). Da fiir den AAV6-C7-Donor
zunéchst eine Umklonierung nétig war und der Vektor daher erst spéter zur Ver-

fiigung stand, konnten nur zwei der fiinf gespendeten HSPCs mit dem Clcn7-HA-
Konstrukt behandelt werden. Wie bereits beschrieben, lag der Anteil der Clcn7-HA*
Zellen des einen Spenders bei 32%, wiahrend sich der des anderen Spenders sogar bei
44% befand.

Um zu uberpriifen, ob die Transgenaddition auch spezifisch im AAVS1-Lokus statt-
gefunden hatte, wurden wie bereits in [Abschnitt 3.4.1] beschrieben verschiedene
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Abbildung 3.26: Bestimmung der Editierungseffizienz des AAVSI-Lokus in HSPCs.
(a), (b) Beispielhafte FACS-Analyse der HSPCs von Spender 4 zur Bestimmung der Integra-
tionseffizienz des GFP- (a) bzw. Clcn7-HA-Transgens (b) in den AAVS1-Lokus. HSPCs wur-
den mit AAVS1-RNP transfiziert und mit AAV6-Donoren transduziert. Zur Kontrolle wurden
HSPCs nicht behandelt oder ohne AAVS1-RNP transfiziert und nur mit AAV6-Donoren trans-
duziert. Die Analyse erfolgte 4 Tage nach Genomeditierung. Zelltrimmer und -dubletten wur-
den wie in[Abb. A Tl gezeigt von der Analyse ausgeschlossen. In (b) dargestellte Zellen wurden
mit Anti-HA-FITC gefiarbt. (¢) TIDE-Analyse zur Bestimmung der Anteile der Sequenzen
mit InDels im AAVSI-Lokus in editierten HSPCs. HSPCs wurden mit AAVS1-RNP transfi-
ziert (keine Transduktion mit AAV6-Donor), 4 Tage danach wurde gDNA isoliert, AAVSI am-
plifiziert und sequenziert. DNA-Sequenzen wurden mittels TIDE-Webtool analysiert (Brink-
man et al.|2014] https://tide.deskgen.com). (d) Mittels FACS-Analyse bestimmte Integrati-
onseffizienzen des GFP- bzw. Clcn7-HA-Transgens in den AAVS1-Lokus in editierten HSPCs
aller Spender. FACS-Analysen wurden wie in (a) und (b) beschrieben durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

PCRs durchgefiihrt. In [Abb.3.27 sind die Gelelektrophorese-Aufnahmen der PCRs
beispielhaft von Nabelschnurblutspender 4 abgebildet. Wie bereits in ARO-iPS konn-
te auch in den HSPCs die spezifische Integration des GFP bzw. des Clcn7-HA-

Transgens in den AAVS1-Lokus nachgewiesen werden.

Es ldsst sich zusammenfassen, dass die Editierungseffizienz und damit auch der An-
teil der HSPCs mit erfolgreicher Transgenaddition in den AAVS1-Lokus sich zwar
von Spender zu Spender unterschieden hat, insgesamt aber sehr hoch war, beson-
ders wenn man bedenkt, dass kein Schritt zur Selektion der erfolgreich editierten
Zellen stattgefunden hat. Aullerdem ldsst sich vermuten, dass die Effizienz zur In-
tegration des deutlich grofleren Clcn7-HA-Konstruktes etwas geringer ist als die des
GFP-Transgens.

Abbildung 3.27: PCR-Nachweis der Transgenaddition
in den AAVS1-Lokus editierter HSPCs. Genomische DNA
wurde aus HSPCs 4 Tage nach AAVS1-Genomeditierung der
HSPCs gewonnen: untransfiziert, transfiziert ohne AAVS1-
Cas9-RNP (Mock), transfiziert mit RNP, transfiziert mit RNP
und transduziert mit AAV6-GFP (RNP + GFP) oder AAV6-
C7 (RNP + C7-HA). Gelelektrophorese-Aufnahmen der PCRs
zum Nachweis des AAVSI-Lokus ohne Transgen (1006 bp),
des linken Ubergangs AAVSI zu Transgen (1103bp)
und des rechten Ubergangs Transgen zu AAVSI (GFP-
Transgen: 1468 bp, Clcn7-HA-Transgen: 1997 bp). Die PCR-
Negativkontrolle enthielt keine DNA.

88



3.4 Additiver Gentransfer in den AAVS1-Lokus mittels CRISPR/Cas9

3.4.3 Erfolgreiche Transgenexpression in differenzierten funktionellen
Osteoklasten editierter HSPCs

In einem Pilotexperiment wurden schlieBlich unbehandelte HSPCs und HSPCs, die
mit dem AAVS1-spezifischen Cas9-RNP transfiziert und mit dem AAV6-GFP-Donor
transduziert worden waren, in Osteoklasten differenziert. Insgesamt fiel auf, dass

Untransfiziert AAVS1-RNP + AAV6-GFP

Osteoklastenfarbung
GFP TRAP DAPI

Resorptionsassay

Resorptionsassay

Abbildung 3.28: Differenzierung und Resorptionsanalyse von Osteo-
klasten editierter HSPCs. TRAP- und DAPI-gefarbte OKs, differenziert
aus nicht editierten (untransfiziert) und editierten (AAVS1-RNP + AAV6-GFP)
HSPCs. Fiir das Resorptionsassay wurden nicht editierte und editierte HSPCs
fiir 14 Tage auf Dentin in Osteoklasten differenziert. Erodierte Dentinoberfla-
che wurde mit Tinte angefarbt.
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sich aus HSPCs differenzierte Zellen ungewohnlich schnell (2—3 Tage nach RANKL-
Zugabe) zu abnormal groflen Osteoklasten mit haufig iiber 50 Nuklei entwickelten.
Differenzierte TRAP- und DAPI-gefiarbte Osteoklasten sind in den repridsentativen
Fluoreszenzaufnahmen in zu sehen, wobei in den Osteoklasten der edi-
tierten HSPCs auch eine deutliche GFP-Expression erkennbar ist. Die Differenzie-
rung schien in den editierten HSPCs nicht beeintriachtigt gewesen zu sein. Unge-
farbte (nicht gezeigt) und gefiarbte editierte HSPCs stimmten in der Morphologie mit
der untransfizierter Kontroll-HSPCs iiberein. Obwohl nur 60% der HSPCs dieses
Spenders durch die Genomeditierung GFP* waren, liefl sich diese GFP-Expression
in nahezu allen Osteoklasten beobachten, war jedoch in den einzelnen Osteoklasten
unterschiedlich stark ausgeprigt. Zuséatzlich wurde die Knochenresorptionsfahigkeit
von den Osteoklasten der HSPCs untersucht. Wie in (Abb. 3.28) zu erkennen ist, war
auffallig viel Knochenoberfliche sowohl durch nicht editierte als auch durch editier-
te HSPC-Osteoklasten gleichermaflen erodiert. Aufgrund dieses Pilotversuchs lasst
sich folglich schlussfolgern, dass vermutlich weder Osteoklastendifferenzierung noch
-funktion durch die Prozesse der Genomeditierung in HSPCs beeintrichtigt wurden.
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4 Diskussion

Die CRISPR/Cas9-Technologie ermoglicht eine effiziente und spezifische Genom-
editierung und eroffnet damit neue Moglichkeiten fiir die zellbasierte Gentherapie
schwerer genetisch bedingter Erkrankungen. Fiir die Entwicklung neuer gen-
therapeutischer Ansédtze und die Untersuchung dieser auf ihre Wirksamkeit und
Sicherheit, sind jedoch Krankheitsmodelle notwendig. Induzierte pluripotente
Stammzellen stellen eine unerschopfliche Quelle manipulierbarer humaner Zel-
len verschiedenster genetischer Hintergriinde dar, die sich gezielt in eine Vielzahl
spezifischer Zelltypen differenzieren lassen und sich daher ausgezeichnet fiir die
In-vitro-Krankheits- und Therapiemodellierung eignen. Die Kombination der iPS-
und der CRISPR/Cas9-Technologie erlaubte innerhalb der letzten Jahre die Ent-
wicklung zahlreicher iPS-Krankheitsmodelle genetisch bedingter Erkrankungen,
wie bspw. Duchenne-Muskeldystrophie (Li et al.[2015; Young et al.[|2016), zystische
Fibrose (Firth et al./2015), hypertrophe Kardiomyopathie (Jehuda et al.[[2018) und
neonataler Diabetes (Ma et al.|2018), in denen sowohl die molekularen und zelluldren
Pathomechanismen der zugrundeliegenden Mutationen als auch der therapeutische
Effekt einer genetischen Korrektur untersucht werden konnte.

4.1 Patientenspezifische iPS als In-vitro-Krankheitsmodell fiir
ARO

Insbesondere fiir seltene Erkrankungen wie die autosomal-rezessive Osteopetro-
se, bei denen Patientenmaterial fiir In-vitro-Versuche nur schwer zugéinglich ist,
stellen iPS fiir die Erforschung dieser Krankheiten eine gute Alternative zu pri-
méren Zellen dar. Erste Versuche der In-vitro-Krankheits- und Gentherapiemodel-
lierung fiur TCIRG1-bedingte ARO wurden 2015 zunichst in osteopetrotischen iPS
der Maus (Neri et al.|[2015) und kiirzlich auch in humanen iPS eines ARO-Patienten
durchgefiihrt (Chen et al.|2019). Fiir CLCN7-bedingte ARO wurde bisher allerdings
weder ein humanes iPS-basiertes Krankheitsmodell noch eine gentherapeutische
Strategie beschrieben.
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4.1.1 Generierung der iPS-Linie BIHi002-A (ARO-iPS) aus PBMCs eines
Patienten mit CLCN7-bedingter ARO

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde zundchst aus PBMCs eines Patienten mit
neuropathischer autosomal-rezessiver Osteopetrose die iPS-Linie BIHi002-A (ARO-
iPS) generiert. Diese Zelllinie tragt die patientenspezifische pathogene Compound-
Heterozygotie des CLCN7-Gens, und aufgrund des Schweregrades der Osteopetro-
se des Patienten ist anzunehmen, dass diese zu einem Defekt des ClC-7-Chlorid-
transporters fithrt. Unsere Zelllinie BIHi002-A ist die erste in der Literatur beschrie-
bene humane iPS-Linie eines Patienten mit CLCN7-bedingter ARO. Wenige Mona-
te nach der Veroffentlichung unserer Patientenzelllinie wurde die Generierung ei-
ner weiteren humanen iPS-Linie eines ARO-Patienten mit einer anderen CLCN7-
Mutation verdffentlicht (Okur et al. |2019). Dariiber hinaus wurden kiirzlich auch
iPS eines CLCN7-bedingten ADOII-Patienten (Ou et al.|2019) sowie einzelne huma-
ne iPS-Linien von ARO-Patienten mit Mutationen in anderen Genen (TCIRG1 und
SNX10) erzeugt (Xu et al.|2017;|Chen et al.[2019; Lanzi et al.|2019; Okur et al.|2019).

4.1.2 Etablierung eines Protokolls zur Differenzierung von iPS in
Osteoklasten

Um die Effekte der osteopetroseassoziierten Mutationen auf die Osteoklasten-
funktion untersuchen zu konnen, ist neben der Erzeugung von Patienten-iPS-Linien
auch die Entwicklung eines Protokolls zur Differenzierung der iPS in funktionstiich-
tige Osteoklasten notwendig. Auf der Basis der Protokolle zur Differenzierung von
Makrophagen aus iPS von Lachmann et al. und Buchrieser et al. entwickelte mei-
ne Kollegin Uta Rossler die in dieser Arbeit von mir angewandte Methode zur iPS-
Osteoklastendifferenzierung (Lachmann et al. [2015; Buchrieser et al.[[2017). Zwar
wurden in den letzten Jahren bereits dhnliche Protokolle zur Differenzierung von hu-
manen pluripotenten Stammzellen in Osteoklasten veréffentlicht (Choi et al.[[2009;
Grigoriadis et al.|2010; Jeon et al.[2016;|Chen et al.|2017a)), diese sind im Vergleich
zu unserem Protokoll jedoch aufwendiger, benostigen beispielsweise eine Anreiche-
rung der myeloiden Progenitoren, verwenden zusitzliche Wachstumsfaktoren und
ergeben eine geringere Osteoklastenausbeute. Mit dem von uns entwickelten iPS-
Differenzierungsprotokoll lielen sich iiber einen Zeitraum von mehr als zwei Mo-
naten wochentlich mehrere Millionen monozytéire Zellen ernten und es entwickelten
sich bis zu 85% der angehefteten Vorlauferzellen zu Osteoklasten. Zwar wurde in den
bisher beschriebenen Protokollen zur iPS-Osteoklastendifferenzierung keine Quan-
tifizierung der Differenzierungseffizienz vorgenommen, anhand der Aufnahmen dif-
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ferenzierter Osteoklasten lédsst sich allerdings erkennen, dass diese deutlich geringer
ist als in unserem Protokoll.

Da bisher noch nicht untersucht wurde, ob sich iPS-basierte Osteoklasten in vitro
in der Entwicklung, Morphologie und Resorptionsfunktion von primiren PBMC-
basierten Osteoklasten unterscheiden, wurde im Zuge dieser Arbeit die In-vitro-
Osteoklastendifferenzierung und -funktion von zwei gesunden Blutspendern mit der
von zwei 1iPS-Kontrolllinien ebenfalls gesunder Spender verglichen. Insgesamt wa-
ren sowohl die Entwicklung der Osteoklasten als auch die osteoklastentypische Zell-
morphologie von iPS- und PBMC-Osteoklasten vergleichbar. Allerdings waren aus
iPS differenzierte Osteoklasten im Mittel signifikant groer und hatten mehr Nu-
klei als primére in vitro differenzierte Osteoklasten. Da diese Phanomene jedoch
bei einer der beiden Kontrollzelllinien deutlich starker vorhanden waren als bei der
anderen Kontrolle, spricht dies dafiir, dass die beobachteten Unterschiede in der
Osteoklastengrofle auch auf die verschiedenen Eigenschaften der Zellspender, wie
etwa genetischer Hintergrund, Alter und Geschlecht, und nicht nur auf den iPS-
Ursprung selbst oder das iPS-Differenzierungsprotokoll zuriickzufithren sind. Die
iPS-Kontrollzelllinie BIHi001-A (iPS-1A) wurde aus Vorhautfibroblasten eines kau-
kasischen Neugeborenen erzeugt, wiahrend die Linie BIHi004-A (iPS-4A) aus Fibro-

blasten einer Hispanoamerikanerin im Alter von 35-39 Jahren hervorgegangen ist.

Fir die In-vitro-Untersuchung von osteopetroseassoziierten Mutationen mithilfe
von iPS-Osteoklasten ist neben der typischen Zellmorphologie die Resorptionsfihig-
keit der differenzierten Osteoklasten besonders entscheidend. Im Zuge dieser Ar-
beit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die Knochenresorptionsfunktion
von iPS-Osteoklasten vergleichbar mit der in vitro differenzierter priméarer Osteo-
klasten ist. Es lieBen sich keine Unterschiede in der Morphologie der Knochen-
resorption von PBMC- und iPS-Osteoklasten feststellen. Im Vergleich zu PBMC-
Osteoklasten erodierten aus iPS differenzierte Osteoklasten jedoch tendenziell et-
was mehr Knochenoberfliche und bildeten anteilig auch hiufiger kanalférmige
Resorptionsvertiefungen. Davon ausgehend und weil die kanalférmige Knochen-
resorption im Vergleich zur grubenformigen den aggressiveren Abbaumechanismus
darstellt, der durch erhohte Cathepsin-K-Expression und damit mehr Kollageno-
lyse charakterisiert ist (Merrild et al.[[2015; [Sge und Delaissé 2017), scheint die
Resorptionsaktivitat der iPS-Osteoklasten etwas hoher und aggressiver zu sein als
die der PBMC-Osteoklasten. Dies ist vermutlich auf die beobachtete Vergroflerung
und die vermehrte Anzahl der Nuklei zuriickzufiihren, da bereits mehrfach be-
schrieben wurde, dass groflere Osteoklasten mit mehr Zellkernen auch ein héheres
MafB an Resorption zeigen (Piper et al.|[1992; [Lees et al./[2001; [Boissy et al.|2005).
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Merrild et al.| beobachteten aullerdem eine vermehrte und aggressivere Knochen-
resorption (mit mehr kanalférmigen Resorptionsvertiefungen) bei Osteoklasten, die
aus Knochenmarkszellen anstatt aus PBMCs differenziert wurden (Merrild et al.
2015). Auch Osteoklasten, die in dieser Arbeit aus Nabelschnurblut-HSPCs diffe-
renziert wurden, zeigten ein ungewohnlich hohes Mafl an Knochenresorption. Dar-
uber hinaus entwickelten sie sich auffillig schnell zu besonders groflen Zellen. Somit
scheinen aus iPS differenzierte Osteoklasten solchen Osteoklasten tendenziell Zhnli-
cher zu sein, die in vitro aus Knochenmarkszellen bzw. HSPCs differenziert wurden
als solchen, die von PBMCs abstammen. Dies deutet darauf hin, dass die aus iPS
differenzierten monozytéaren Zellen weniger reif sind als Monozyten des peripheren
Blutes. Diese Hypothese konnte durch einen direkten Vergleich von in vitro diffe-
renzierten iPS-Osteoklasten und Knochenmarks- bzw. HSPC-Osteoklasten tiberpriift
werden.

Wie bereits in der Literatur mehrfach beschrieben wurde, stellt die hohe Daten-
variabilitdt bei der Arbeit mit In-vitro-Osteoklastenassays eine Herausforderung
dar (Roodman|1999; Kirstein et al.|2006; (Grigoriadis et al.|2010; Merrild et al.[[2015).
Wie auch bereits oben diskutiert wurde, unterscheidet sich erfahrungsgeméif das Dif-
ferenzierungspotenzial und die -kinetik zwischen verschiedenen Zellspendern. Bei
dem von uns entwickelten Protokoll zur Differenzierung von Osteoklasten aus iPS
waren abhingig vom Zellspender nach der Zugabe von RANKL zum Kulturmedi-
um die ersten Osteoklasten zwischen zwei und neun Tagen spiter sichtbar. Auch
bei der Wiederholung eines Experimentes mit Zellen desselben Spenders waren Ab-
weichungen von 1-2 Tagen moglich. Hinzu kommt, dass Osteoklasten aufgrund un-
gehemmter Zellfusion in vitro umso grofler werden, je lidnger sie kultiviert werden.
Um die Osteoklasten zwischen verschiedenen Zellspendern zu moglichst vergleichba-
ren Zeitpunkten beurteilen zu konnen, wurden die Zellen daher stets gleich lang ab
Erscheinen der ersten sichtbaren Osteoklasten weiterkultiviert. Da allerdings zahl-
reiche weitere Faktoren wie z.B. Zelldichte und -verteilung die Osteoklastenentwick-
lung aullerdem stark beeinflussen und sich bereits minimale Zeitunterschiede in der
Kultivierungsdauer in quantitativen Osteoklastenassays bemerkbar machen, ist bei
allen In-vitro-Osteoklastenassays eine hohe Datenvariabilitit zu erwarten. So lief3
sich auch bei den hier differenzierten iPS-Osteoklasten eine hohe Variabilitdt der
Osteoklastenmorphologie und -aktivitit beobachten, nicht nur zwischen Zellen ver-
schiedenen Ursprungs, sondern auch innerhalb experimenteller Replikate mit Zellen
desselben Spenders.

Es lasst sich zusammenfassen, dass wir ein einfaches und effizientes Protokoll zur
Differenzierung von iPS zu Osteoklasten entwickelt haben. AuBlerdem konnte an-
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hand von quantitativen und qualitativen Analysen zum ersten Mal gezeigt werden,
dass in vitro die Entwicklung, Zellmorphologie und Resorptionsfunktion von iPS-
basierten und priméren Osteoklasten vergleichbar sind. Dies ermoglicht die Unter-
suchung von Pathomechanismen diverser Osteoklastendefekte mithilfe von patien-
tenspezifischen iPS-Linien, die entweder direkt aus somatischen Patientenzellen re-
programmiert oder mittels CRISPR/Cas9-basierter Genomeditierung von Kontroll-
zelllinien generiert werden kénnen.

4.1.3 iPS-basiertes ARO-Krankheitsmodell

Sowohl durch die Generierung einer patientenspezifischen ARO-iPS-Linie als auch
durch die Etablierung eines Protokolls zur Differenzierung der iPS zu Osteoklasten
wurde ein Krankheitsmodell geschaffen, mit dem die Effekte der pathogenen Mutati-
on auf die Osteoklastenentwicklung und -funktionalitéit untersucht werden kénnen.
Die in vitro differenzierten Osteoklasten der generierten Zelllinie ARO-iPS spiegel-
ten den zelluldaren Phénotyp der CLCN7-bedingten ARO wider. Die Osteoklasten un-
seres iPS-basierten ARO-Modells wiesen eine normale Osteoklastogenese sowie die
zelltypische Morphologie auf. Verglichen mit den Osteoklasten der Kontrollzelllinien
waren die CIC-7-defekten Osteoklasten der ARO-iPS allerdings signifikant vergro-
Bert und hatten mehr Nuklei, was sich mit den Beobachtungen von|Kornak et al.[und
Neutzsky-Wulff et al|im Clcn7'/~-Mausmodell deckt (Kornak et al|2001; Neutzsky-
Wulff et al.|2008; Weinert et al.[2010). Uberraschenderweise wiesen in vitro differen-
zierte Osteoklasten dieses Osteopetrose-Mausmodells allerdings keine Gréof3enauffal-
ligkeiten auf (Neutzsky-Wulff et al.||2008). Aber auch in Knochenbiopsien von ARO
und ADO-Patienten wurden deutlich vergroflerte Osteoklasten beobachtet (Bollers-
lev et al.[|1993; Del Fattore et al. [2006). Ungeklért ist bisher noch die Ursache fiir
die vergroB3erten CIC-7-defekten Osteoklasten. Denkbar wire eine verringerte Apop-
tose, die hier bei der In-vitro-Differenzierung der Osteoklasten jedoch nicht beob-
achtet wurde. Vielmehr differenzierten die Osteoklastenvorldufer der ARO-iPS-Linie
schneller zu besonders groflen Osteoklasten mit iiberdurchschnittlich vielen Nuklei
als die der Kontroll-iPS, was auf eine vermehrte Zellfusion hindeuten konnte. Eine
detaillierte Analyse der Osteoklastogenese und der damit einhergehenden Zellfusion

konnte neue Erkenntnisse iiber den zugrunde liegenden Pathomechanismus liefern.

Osteoklasten der ARO-iPS waren nicht in der Lage, Resorptionsvertiefungen zu bil-
den. Dieser Resorptionsdefekt wurde auch bei in vitro differenzierten Osteoklas-
ten des Clcn7/"-Mausmodells beobachtet (Kornak et al.|2001; Neutzsky-Wulff et al.
2008). Neutzsky-Wulff et al. konnten aullerdem nachweisen, dass der beobachtete

95



4 Diskussion

Resorptionsdefekt auf die Unfihigkeit der CIC-7-defekten Osteoklasten zuriickzu-
fithren ist, den anorganischen Knochenanteil, nicht jedoch den organischen abbauen
zu konnen (Neutzsky-Wulff et al.|2008). Abhéngig von der Art der CLCN7-Mutation
und der Schwere der Osteopetrose wurde anstatt eines vollstdndigen Resorptionsver-
lustes jedoch auch eine eingeschrinkte Resorptionsfunktion beobachtet (Henriksen
et al.[|2004; [Kornak et al.|[2006}; Del Fattore et al.|[2006}; (Chen et al.|2016). Unklar ist
bisher allerdings der genaue Pathomechanismus des Resorptionsdefektes von CIC-7-
defekten Osteoklasten. Kornak et al. konnten zum einen zeigen, dass die Sduresekre-
tion in die Resorptionslakunen der Clcn7/--Osteoklasten stark beeintrichtigt war,
zum anderen war aber auch die Ausbildung der Biirstensaummembran gestort (Kor-
nak et al.|2001). Somit konnte der Resorptionsdefekt sowohl primér auf den Azidi-
fizierungsdefekt selbst zuriickzufiihren sein, oder aber der C1C-7-Defekt beeintrach-
tigt den lysosomalen Transport und damit die Ausbildung der Biirstensaummem-
bran, iiber die die Sduresekretion der Osteoklasten bewerkstelligt wird. Letzteres
wird dadurch bekraftigt, dass die intrazelluldre (lysosomale) Azidifizierung CIC-7-
defekter Zellen nicht betroffen zu sein scheint (Kornak et al.|2001; Lange et al.|2006;
Weinert et al./|[2010).

Die beiden CLCN7-Mutationen ¢.875G>A (p.G292E) und ¢.1208G>A (p.R403Q) un-
serer Patientenzelllinie wurden bisher noch nicht nidher charakterisiert. Letztere
wurde allerdings bereits zusammen mit einer weiteren CLCN7-Mutation als eben-
falls compound heterozygote Mutation eines ARO-Patienten beschrieben (Pangra-
zio et al.[2010). Da die Osteoklasten der ARO-iPS, wie auch die der Clcn7/--Maus,
in vitro keinerlei Resorptionsvertiefungen bilden kénnen, ist anzunehmen, dass die
Missense-Mutationen im CLCN7-Gen unseres ARO-Patienten zu einem vollstandi-
gen Funktionsverlust oder zur Instabilitét des Chloridtransporters CIC-7 fiihren. Die
betroffenen Aminosiauren 292 und 403 des Chloridtransporters sind in der o-Helix G
bzw. J lokalisiert (siehe und sind somit nicht an der Chloridbindung betei-
ligt. Dennoch konnten die durch die Missense-Mutationen verursachten Aminosiure-
substitutionen die Proteinstabilitat und -funktionalitiat stark einschrianken, da die
unpolare Aminosaure Glycin durch die negativ geladene Glutaminséure bzw. das po-
sitiv geladene Arginin durch das ungeladene Glutamin ersetzt ist. Zudem sind die
beiden Aminosiuren zwischen verschiedenen Wirbeltieren hoch konserviert. In ei-
nem ARO-Patienten wurde die homozygote CLCN7-Mutation ¢.889G>A (p.V297M)
identifiziert, die sich in unmittelbarer Nihe zu der hier beschriebenen Mutation
p.G292E befindet und wie diese ebenfalls in der o-Helix G lokalisiert ist (Phadke
et al.l|2010). Zwar ist die in diesem Fall betroffene Aminosédure nicht direkt in die
Chloridbindung involviert, ihre Seitenkette zeigt jedoch in Richtung der Chloridbin-
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dungsstelle, weshalb Phadke et al.[vermuteten, dass der Austausch der kleinen Ami-
nosaure Valin durch eine Aminosdure mit grolerer Seitenkette wie Methionin mit
einer rdumlichen und damit funktionellen Stérung der Bindungsstelle einhergehen
konnte (Phadke et al.|[2010). Dariiber hinaus konnten Leisle et al. zeigen, dass die
CLCN7-Mutation p.V297M nicht zu einer verringerten Proteinexpression des mutier-
ten C1C-7, aber zum Verlust der Membranstrome fithrt, was eine direkte Stérung des
Ionentransportes von CIC-7 durch die Mutation vermuten lasst (Leisle et al.[|2011).
Diese mogliche Erkldrung fiir die Pathogenitéit der Mutation p.V297M kann auch
fiir die hier beschriebene und benachbarte Mutation p.G292E in Betracht gezogen
werden, da die kleine Aminosdure Glycin durch die weitaus gréflere Glutaminsiu-
re ersetzt ist. Zwar wurden auch Varianten des CLCN7-Gens identifiziert, die sich
in der Nahe der zweiten hier beschriebenen Mutation ¢.1208G>A (p.R403Q) befin-
den (p.R403X und p.G389R), jedoch ist bisher noch nichts iiber deren Pathogenitét
und Bedeutung fiir die C1C-7-Proteinfunktion versffentlicht.

Eine genaue Charakterisierung der von uns erzeugten Patientenzelllinie
BIHi002-A (ARO-iPS) in Hinblick auf die Auswirkungen der CLCN7-Mutationen
auf den Chloridtransporter selbst und dessen Fehlfunktion auf die Zelle stand nicht
im Fokus dieser Arbeit, konnte jedoch Bestandteil zukunftiger Untersuchungen sein.
Eine Immunofluoreszenzanalyse von CIC-7 konnte beispielsweise Aufschluss iiber
die Lokalisation und Stabilitat des mutierten Transporters geben. Durch die Ana-
lyse des pH-Wertes der Resorptionslakunen und der Lysosomen kénnte iberpriift
werden, ob die Mutationen der ARO-iPS Zelllinie wie im Fall des Clcn7-Knockouts
zu einem Azidifizierungsdefekt fithren. Dariiber hinaus kénnten die Biirstensaum-
membran und Versiegelungszone der Osteoklasten mittels Elektronenmikroskopie
untersucht werden. Eine Fusionsanalyse konnte aulerdem kldren, ob die vergréfler-
ten Osteoklasten das Ergebnis vermehrter Zellfusion sind. Zudem wurde im Rahmen
dieser Arbeit nur der zelluldre Phéanotyp der Osteoklasten untersucht. Da der Pati-
ent aus dessen Zellen die ARO-iPS-Linie generiert wurde, aber neben dem fiir die
Osteopetrose typischen Knochenphéinotyp zusitzlich eine schwere Neuropathie auf-
wies, konnten auch wichtige Erkenntnisse aus der Untersuchung iPS-abgeleiteter
Neurone oder Gehirn-Organoide gewonnen werden.

Obwohl der Pathomechanismus der CLCN7-bedingten Osteopetrose im Groben ver-
standen ist, sind viele Details insbesondere im Hinblick auf die Heterogenitiat der
Erkrankung und der physiologischen Rolle von CIC-7 noch nicht geklirt. Bisher
ist noch keine klare Genotyp-Phéanotyp-Korrelation etabliert, da es zum einen vie-
le verschiedene Mutationen gibt, die zu unterschiedlich starken Ausprigungen der
Erkrankung fiihren, zum anderen wurden aber selbst verschiedene Schweregrade
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innerhalb einer Familie beobachtet, die dieselbe Mutation teilen (Frattini et al.|2003;
Waguespack et al.[2007). Somit ist es aufgrund der grof3en Heterogenitit der CLCN7-
bedingten ARO und der mangelnden Kenntnisse iiber die Effekte verschiedenster
Mutationen auf die Funktion des Chloridtransporters und folglich auch die Osteo-
klastenfunktion, oftmals sehr schwierig, frithzeitig eine Verlaufsprognose zu erstel-
len. Diese ist jedoch nicht nur fiir die Eltern betroffener Kinder, sondern vor allem
auch fiir die Planung der Behandlungsstrategie von gro3er Bedeutung. Hier konnte
gezeigt werden, dass zu Osteoklasten differenzierte iPS eines ARO-Patienten als ein
In-vitro-Krankheitsmodell genutzt werden koénnen, das die fiir die Erkrankung ty-
pische Osteoklastendysfunktion widerspiegelt. Damit ist dieses iPS-basierte Krank-
heitsmodell ein fiir die Erforschung der Osteopetrose wertvolles Tool, mit dem nicht
nur Mutationen und ihre Effekte auf die Osteoklastenentwicklung und -funktion sys-
tematisch untersucht, sondern auch neue Therapien entwickelt und getestet werden
konnen.

4.2 CRISPR/Cas9-basierte gentherapeutische Strategien fiir

Osteopetrose

4.2.1 Effiziente HDR-vermittelte Mutationskorrektur in ARO-iPS

Die patientenspezifische Mutationskorrektur mittels CRISPR/Cas9-Genomeditierung
ist eine mogliche gentherapeutische Strategie fiir ARO-Patienten, die in dem hier
entwickelten ARO-iPS-Krankheitsmodell getestet wurde. Durch die Verwendung
eines besonders reichhaltigen iPS-Kulturmediums, der Cas9-Ribonukleoproteine
und modifizierter ssODN-Donoren konnten ohne Selektion InDels in bis zu 80%
und HDR-vermittelte monoallelische Mutationskorrekturen in 30% der Zellen er-
reicht werden. Die hier erzielten hohen Editierungs- und Korrektureffizienzen sind
vergleichbar mit denen neuster Publikationen, die ebenfalls hoch effiziente Verin-
derungen einzelner Nukleotide mittels CRISPR und ssODN-Donoren in iPS mit
vergleichbaren Protokollen zeigten.|Okamoto et al.|und [Yumlu et al.|konnten die ge-
wiinschten Punktmutationen in 18 bzw. 21% der iPS einbringen (Yumlu et al.|[2017}
Okamoto et al.[2019). [Bruntraeger et al. zeigten eine Mutationsrate von 98% sowie
HDR-vermittelte Nukleotidaustausche in bis zu 40% von editierten iPS-Klonen (Br-
untraeger et al. 2019). Ahnliche Korrektureffizienzen mithilfe der Elektroporation
von Cas9-RNPs und ssODNs in iPS wurden auch von Xu et al. erreicht (Xu et al.
2018).
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Allerdings ist eine derart effiziente Genomediterung in iPS erst dank neuster me-
thodischer Verbesserungen moglich. Noch vor wenigen Jahren war die CRISPR-
Technologie in iPS nur schwer anzuwenden. Zwar brachte die Entdeckung des
CRISPR/Cas9-Systems den Durchbruch hinsichtlich einfacher, schneller und effizien-
ter Genomeditierung, allerdings zeigte sich auch, dass es besonders hinsichtlich der
Effizienz grofle Unterschiede zwischen verschiedenen Zelltypen gibt. Insbesondere
in humanen iPS war die Genomeditierung anfinglich dullerst ineffizient, und geziel-
te, HDR-vermittelte Veranderungen waren nur mithilfe von Selektionsmarkern zu
bewerkstelligen (Mali et al.|2013bj; Miyaoka et al. 2016 [Burnight et al.|[2017). Bei-
spielsweise konnten zu Beginn in humanen iPS lediglich Editierungseffizienzen von
2—4% (Mali et al.|2013b) und HDR-vermittelte Nukleotidaustausche in weniger als
0,2% der Zellen erzielt werden (Miyaoka et al. [2016). Dies ist unter anderem dar-
auf zuriickzufiihren, dass iPS schwer zu transfizierende Zellen sind, da sie besonders
leicht apoptotisch werden, ihre Pluripotenz verlieren und groflere Mengen exogener
DNA zytotoxisch auf sie wirken.

Wihrend anfinglich Cas9, gRNA und Donor-DNA mithilfe von Plasmiden in die
Zellen geschleust wurden (Xue et al./[2014; Kime et al.[2016), werden heute haupt-
sédchlich plasmidfreie Methoden in iPS verwendet (Martin et al.|2019; [Bruntraeger
et al.|2019). |[Kim et al.| und Hendel et al. konnten zeigen, dass die Elektroporati-
on von pri-komplexierten Cas9-gRNA-Ribonukleoproteinen deutlich schonender als
eine plasmidbasierte Transfektion fiir primédre humane Zellen ist und in héheren
Editierungseffizienzen resultiert (Kim et al.|2014; Hendel et al.|2015). Auch fir die
Donorkonstrukte stehen mittlerweile nicht-plasmide Alternativen zur Verfiigung, so-
dass auch eine HDR-vermittelte Genomeditierung plasmidfrei durchgefithrt werden
kann. Ding et al. und [Yang et al.| etablierten die prazise HDR-vermittelte Genom-
editierung mittels CRISPR/Cas9 und ssODN-Donoren in iPS bereits 2013 (Ding et al.
2013; [Yang et al.|2013). Durch die Kombination von Cas9-RNPs und ssODNs kon-
nen somit kleine Genomveridnderungen effizient auch in empfindlichen Zelltypen
eingefiigt werden, ohne dass die Editierungskomponenten selbst die Zellviabilitéat
stark beeintrichtigen (Schumann et al.|2015; Gundry et al. 2016). Wie von Hendel
et al. und Renaud et al.|beschrieben wurde, konnen chemische Modifikationen von
gRNAs und ssODNs die Stabilitdt und somit auch zusétzlich die Editierungseffizien-
zen steigern (Hendel et al.|2015; Renaud et al.|2016). AuBlerdem erzielten Richardson
et al..und |(Okamoto et al.|mehr HDR-vermittelte Genomeditierungen mit antisense-
ssODNs, die komplementér zur lokusspezifischen Sequenz der gRNA sind, als mit
sense-ssODNs (Richardson et al.[|[2016; Okamoto et al. 2019). Neben den Kompo-
nenten fiir die Genomeditierung selbst sind bei der genetischen Manipulation von
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iPS die Transfektionsmethode und die Wahl des Mediums entscheidend. Insbeson-
dere wenn klonale Populationen aus editierten Einzelzellen expandiert werden sol-
len, ist das richtige Kulturmedium von grofler Bedeutung. Unter den Transfektions-
methoden haben sich die Neon® Transfektion und Nukleofektion bewihrt (Byrne
et al.|2014). |Chen und Pruett-Miller| untersuchten systematisch unterschiedliche
Kulturbedingungen fiir die klonale Expansion von iPS und erzielten mit StemFlex™
und Cellartis® DEF-CS™ Medium die besten Ergebnisse (Chen und Pruett-Miller
2018). Aufgrund eigener Erfahrungen und der in der Literatur beschriebenen Opti-
mierungsmoglichkeiten wurden fiir die Mutationskorrekturen in den iPS in dieser
Arbeit daher Cas9-RNPs, modifizierte antisense-ssODNs und gRNAs, Neon® Trans-
fektion und Cellartis® DEF-CS™ Medium verwendet.

In den hier verwendeten antisense-ssODN-Donoren waren nicht nur die entspre-
chenden Mutationskorrekturen codiert, sondern gleichzeitig auch stille Mutationen
in unmittelbarer Ndhe der korrigierten Nukleotide. Dieser Ansatz hat den Vorteil,
dass nach erfolgreicher HDR-vermittelter Korrektur das erneute Binden des Cas9-
RNPs verhindert wird, was zu InDels und damit zum Verlust der bereits erfolgten
Mutationskorrektur fithren kann. Wie auch bereits in der Literatur beschrieben wur-
de, fithrt diese Strategie somit zu hoheren Korrekturraten (Paquet et al.[2016; Magui-
re et al.|2019; |Okamoto et al.|[2019). Da es durch die CRISPR/Cas9-Genomeditierung
auch zu groBleren On-Target-Deletionen kommen kann (Kosicki et al.[[2018), kann
bei der auf Sanger-Sequenzierung basierenden Genotypisierung editierter Klone der
Verlust von Heterozygotie leicht als Homozygotie missinterpretiert werden. Mithilfe
der stillen Mutationen, die nach erfolgreicher HDR-basierter Korrektur heterozygot
vorliegen, kann daher leichter ein Verlust der Heterozygotie in editierten Klonen
identifiziert werden. In der Tat wurden zwei Klone identifiziert, die zwar nicht mehr
die pathogene Mutation in Exon 10 des CLCN7-Gens, aber auch nicht die stillen Mu-
tationen des ssODNs aufwiesen. Eine qPCR-Analyse des Lokus offenbarte jedoch,
das kein Allelverlust stattgefunden hatte, weshalb davon ausgegangen werden kann,
dass Cas9-induziert das betroffene maternale Allel mithilfe des paternalen Wildtyp-
allels korrigiert wurde. Cas9-induzierte donorunabhéingige Korrekturen mittels in-
terhomologer Rekombination wurden auch schon von Anderen in editierten humanen
Zygoten beschrieben (Ma et al.|2017; Lee und Kim|2018).

Obwohl iPS schwer zu transfizierende Zellen sind, gelang hier durch die beschriebene
Kombination verschiedenster Optimierungen der CRISPR/Cas9-Methode die Muta-
tionskorrektur selektionsfrei und in aullergewéhnlich hohem Malf3, wie es bisher noch
nicht oft in der Literatur beschrieben wurde.
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4.2.2 Allelspezifische gRNAs und Cas9-RNPs ermdglichen hoch spezifische
Genomeditierung

Durch die Wahl einer gRNA, die die heterozygote Patientenmutation abdeckt und in
der diese moglichst nah am 3’-Ende des lokusspezifischen Teils der gRNA lokalisiert
ist, konnte iiberwiegend erreicht werden, dass lediglich das betroffene Allel editiert
wurde, wihrend das Wildtypallel intakt blieb. Die ¢.875G>A Mutation in Exon 10
des CLCN7-Gens ist an vierter Stelle des 3’-Endes der gRNA-Zielsequenz lokalisiert,
wiahrend die Mutation ¢.1208G>A in Exon 14 durch die siebte Position abgedeckt
wird. Da die letzten fiinf Basen vor dem 3’-Ende der gRNA-Zielsequenz (sogenannte
Seed-Sequenz) als besonders wichtig fiir gRNA-Bindung gelten und daher Basen-
fehlpaarungen in diesem Bereich kaum oder gar nicht vom Cas9-Protein toleriert
werden (Mali et al.|[2013a; [Hsu et al.|2013; Wang et al.|[2014; Wu et al.|[2014), war
davon auszugehen, dass die Allelspezifitit der gRNA fiir Exon 10 sehr hoch sein wiir-
de, wiahrend die gRNA fiir Exon 14 zu einem kleinen Anteil méglicherweise auch das
Wildtyp-Allel binden kénnte. Uberraschenderweise lieB sich aber das Gegenteil beob-
achten. Wahrend bei Exon 14 ausschliefllich Editierungen des pathogenen Zielallels
nachgewiesen werden konnten, wurden in Exon 10 in 36% der untersuchten Wild-
typallele unspezifische genetische Veridnderungen identifiziert. Allerdings war die
Editierungseffizienz insgesamt auch deutlich hoher in Exon 10. Sind die verwende-
te Zelllinie und das angewendete Editierungsprotokoll identisch, haben der Ort des
Ziellokus selbst, aber auch die Sequenz des lokusspezifischen Teils der gRNA Ein-
fluss auf die Editierungseffizienz. Beispielsweise wurden Guanin an erster und Cy-
tosin an fiinfter Position des 3’-Endes sowie ein GC-Gehalt von iiber 60% der gRNA-
Zielsequenz mit hoheren Effizienzen in Zusammenhang gebracht (Doench et al.|[2014;
Ren et al.[|2014; Wang et al.||2014). Diese Eigenschaften der gRNA-Sequenz treffen
auf die gRNA fiir Exon 10, nicht jedoch Exon 14 zu, was eine mogliche Erklarung fiir
die unterschiedlichen Editierungseffizienzen sein konnte.

Wihrend in der Literatur beschrieben wurde, dass die CRISPR/Cas9-Technologie
auch zu unerwiinschten Mutationen, grof3en Deletionen und komplexen strukturel-
len Verdnderungen sowohl am Ziellokus selbst als auch an Off-Target-Stellen fiih-
ren kann (Fu et al.| 2013} |(Cho et al.|2014; [Kosicki et al.|[2018), konnten mithil-
fe der zytogenetischen Analyse und der Genomsequenzierung keine bedeutenden
neu entstandenen Alterationen festgestellt werden. Bei der Verwendung einer allel-
spezifischen gRNA stellt das Wildtypallel die wahrscheinlichste Off-Target-Stelle dar,
und dennoch konnten einige Klone identifiziert werden, in denen dort keine Edi-
tierung stattgefunden hatte. Je Zelllinie wurden im Genom lediglich einige weni-
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ge Einzelnukleotidvarianten festgestellt, die jedoch nicht mit vorhergesagten Off-
Target-Stellen in Verbindung gebracht werden konnten und daher wahrscheinlich
eher in spontaner Mutationsakkumulation als Folge langer Kultivierungszeiten zu
begriinden sind. In der Literatur wurden vergleichbare oder sogar gréflere Anzah-
len neu entstandener Varianten in ldnger kultivierten und editierten pluripoten-
ten Stammzellen und iPS beschrieben (Smith et al.[|[2014; Suzuki et al.||2014; [Veres
et al.|[2014). Allerdings gilt zu beriicksichtigen, dass die genetische Analyse einzel-
ner Klone keineswegs eine allgemeine Aussage zu Off-Target-Effekten der hier an-
gewendeten Editierungsanséitze zuldsst, da moglicherweise vorhandene Off-Target-
Mutationen anderer editierter Zellen desselben Experimentes mit dieser Methode
nicht erfasst werden konnten. Dennoch zeigt die genetische Untersuchung der bei-
den mittels CRISPR/Cas9 korrigierten iPS-Klone, dass eine sichere Editierung ohne
Off-Target-Effekte grundsatzlich moglich ist. Die Verwendung von Cas9-RNPs, wie
sie auch hier fiir die Korrektur der ARO-iPS eingesetzt wurden, wurde nicht nur
mit erhohter Editierungseffizienz, sondern auch mit reduzierter Off-Target-Aktivitit
in Zusammenhang gebracht. Im Gegensatz zur plasmidbasierten Cas9-Expression,
konnen die lokusspezifischen Cas9-RNPs, nachdem sie in die Zellen eingeschleust
wurden, den Ziellokus sofort schneiden und persistieren nur fiir 1-2 Tage in der Zel-
le, wodurch die Wahrscheinlichkeit fiir unspezifische Nukleaseaktivitiat sinkt (Kim
et al.|2014; Liang et al. |2015; Schumann et al.||2015). Mittels Cas9-RNPs wurden
auch schon andere iPS-Linien erzeugt, in denen keine Off-Target-Mutationen fest-
gestellt werden konnten (Suzuki et al. [2014} Veres et al. [2014} [Yang et al. |2014).
Dass trotz der Verwendung des Cas9-RNPs abseits von einzelnen Klonen Off-Target-
Effekte aber dennoch ein Problem darstellen, konnten Martin et al.|durch die Analyse
der editierten iPS-Mischkultur zeigen, in der sie in iiber 60% der Zellen Off-Target-
Mutationen nachwiesen (Martin et al.|2019). Mithilfe einer verdnderten, spezifische-
ren Cas9-Nuklease (HiFi-Cas9) konnte die Off-Target-Aktivitit jedoch enorm redu-
ziert werden, ohne Beeintriachtigung der Editierung am Ziellokus (Vakulskas et al.
2018; Martin et al.[[2019). Auch andere entwickelten spezifischere Cas9-Varianten,
wie eSpCas9 (Slaymaker et al.|2016), SpCas9-HF1 (Kleinstiver et al.[/[2016), Hypa-
Cas9 (Chen et al. |2017b) und evoCas9 (Casini et al./|2018), die jedoch zum Teil
mit einer verringerten On-Target-Editierungseffizienz einhergehen (Kim et al.|[2017;
Kulcsar et al.| 2017; Zhang et al.|2017). Fir die Korrektur von Einzelnukleotid-
varianten wurden kiirzlich aullerdem zwei weitere CRISPR/Cas9-abgeleitete Metho-
den entwickelt, die das Risiko unerwiinschter On- und Off-Target-Mutagenese ver-
ringern, indem sie auf DNA-Doppelstrangbriiche und DNA-Donoren verzichten. Bei
der sogenannten Basen- und Prime-Editierung wird eine katalytisch beeintrachtig-
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te Cas9-Nuklease verwendet, die an ein Enzym gekoppelt ist, das die gewiinschten
Nukleotidveridnderungen einfiigt. Bei der zuerst entwickelten Baseneditierung er-
moglichen an Cas9-Mutanten fusionierte Cytidin- bzw. Adenosin-Deaminasen ledig-
lich die vier Transitionsmutationen G—A, A—G, C—T und T—C (Komor et al.|2016;
Gaudelli et al./[2017). Durch die Fusion einer reversen Transkriptase an die Cas9-
Mutante kénnen nun jedoch mittels Prime-Editierung alle 12 Punktmutationen so-
wie Deletionen und Insertionen ohne DNA-Doppelstrangbriiche und DNA-Donoren
realisiert werden (Anzalone et al.[|2019). Da auf diese Weise die Bildung zahlreicher
unerwiinschter InDels verhindert werden kann, ist anzunehmen, dass diese beiden
Methoden in der Zukunft von enormer Bedeutung bei der Entwicklung therapeuti-
scher Anwendungen der CRISPR/Cas9-basierten Technologien sein werden.

4.2.3 Partielle Wiederherstellung der Osteoklastenfunktion in korrigierten
ARO-iPS

Die Osteoklastendifferenzierung der iPS-Klone, in denen jeweils eines der betrof-
fenen Allele mittels CRISPR/Cas9 korrigiert wurde, offenbarte, dass der zelluldre
Osteopetrosephéinotyp nur unvollstandig durch die heterozygote Mutationskorrek-
tur wiederhergestellt werden konnte. Zum einen entwickelte sich nur der Klon mit
der CLCN7-Mutationskorrektur in Exon 10 zu Osteoklasten normaler Groéfle, wih-
rend der andere Klon, in dem die Korrektur von der Missense-Mutation in Exon 14
vorgenommen wurde, sich dhnlich haufig zu Riesenosteoklasten entwickelte wie die
ARO-iPS Ausgangszellline mit der Compound-Heterozygotie des CLCN7-Gens. Zum
anderen zeigten beide korrigierten Klone trotz der morphologischen Unterschiede ein
dhnlich geringes Mal} an wiederhergestellter Knochenresorptionsaktivitit. Dies war
uberraschend, da diese iPS-Klone, wie die gesunden Eltern des ARO-Patienten auch,
heterozygot nur noch eine der beiden pathogenen CLCN7-Mutationen aufwiesen und
damit eine vollstiandige Wiederherstellung der Resorptionsfunktion zu erwarten war.
Zudem war bei den korrigierten Klonen teilweise mehr oberflichige Pseudoresorption
als tiefer gehende Knochenerosion zu beobachten, was dem Resorptionsverhalten von
Osteoklasten von Patienten mit milder und intermediirer Osteopetrose dhnelt (Hen-
riksen et al.[|2006; Supanchart et al.|2014; Howaldt et al.||2020). Als mégliche Ursa-
chen fiir diese beeintrichtigte Resorption wurden gestorte vesikulidre Azidifizierung
sowie eine gestorte Ausbildung der Versiegelungszone diskutiert (Henriksen et al.
2006; Xing et al.[[2013; Howaldt et al./2020). Es ist daher denkbar, dass die CI1C-7-
Funktion in den Osteoklasten der editierten iPS-Klone trotz der heterozygoten Mu-
tationskorrektur eingeschrankt ist.
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Eine naheliegende Uberlegung war, ob die neben der Mutationskorrektur selbst
eingebrachten stillen Mutationen die CLCN7-Expression negativ beeinflusst haben
konnten, da diese relativ nah am Ende des jeweiligen Exons lokalisiert sind und
daher moglicherweise das Spleilen beeintriachtigen. Allerdings zeigten sich keine
veranderten CLCN7-mRNA-Expressionslevel und auch die Amplifikation und Se-
quenzierung der cDNA wies die heterozygote Expression beider Allele sowie das Vor-
handensein aller Exons nach. Dabei muss aber beriicksichtigt werden, dass durch
die Amplifikation der cDNA auch nur solche Genprodukte sichtbar gemacht wer-
den konnen, die die entsprechenden Primerbindungsstellen enthalten. Wiirde durch
die stillen Mutationen beispielsweise neben dem normalen Transkript zuséatzlich ein
dominant negatives Genprodukt entstehen, dessen mRNA mindestens eine der Pri-
merbindungsstellen nicht enthielte, lieBe sich das mit dieser Methode nicht nach-
weisen. Auch die Analyse der Genomdaten beider korrigierter Klone ergab keine
Hinweise auf Storungen anderer Gene, die fiir die Osteoklastenfunktion von Bedeu-
tung sind. Auffallig bei der Differenzierung der iPS-Klone zu Osteoklasten war aller-
dings, dass die Ausbeute produzierter monozytéarer Zellen deutlich geringer war als
bei den nicht-editierten Kontrollzelllinien. Unklar ist der Grund dafiir, da die Pluri-
potenz beider Klone nicht eingeschriankt zu sein schien. Eine mogliche Hypothese
wiére daher auch, dass die Einschrankung der Osteoklastenfunktion nicht auf an-
haltende Storungen des CIC-7-Chloridtransporters zuriickzufithren ist, sondern die
Zellfunktionen aufgrund der Editierungsprozedur und/oder der hohen Passage gene-
rell osteoklastenunspezifisch beeintriachtigt sein konnten. Zuletzt wire ebenfalls eine
Adaption der Zellen an die gestorte Chloridhomdéostase und die damit einhergehen-
den Beeintriachtigungen des vesikuldren Transportes denkbar, die trotz der Mutati-
onskorrektur nicht vollstindig umzukehren war. Um diesen Fragen auf den Grund
zu gehen, wire es notwendig, die Proteinexpression sowie die Funktion von CIC-7
in diesen Zelllinien nidher zu untersuchen, was aus zeitlichen Griinden leider nicht
umzusetzen war. Aufschluss konnte auch die Osteoklastenanalyse von iPS eines oder
beider Elternteile des Spenders der ARO-iPS geben. Oder aber die pathogenen Vari-
anten werden heterozygot jeweils mit und ohne die zuséatzlichen stillen Mutationen
mittels CRISPR/Cas9 in eine Kontrollzelllinie eines gesunden Spenders eingebracht
und dann aufihre Osteoklastenfunktion hin untersucht. Zuséitzlich konnte tberpriift
werden, ob eine Korrektur beider pathogener Mutationen der ARO-iPS in einer ver-
besserten Funktionswiederherstellung resultiert. Denn obwohl die Eltern keinerlei
Symptome aufweisen, ist die Osteoklastenfunktion der korrigierten iPS-Klone dhn-
lich stark eingeschrinkt wie von ADOII-Patienten, die auch einen asymptomatischen
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Verlauf haben konnen. SchlieB3lich sollten die Ergebnisse auch mithilfe von Mutati-

onskorrekturen in anderen ARO-iPS-Linien validiert werden.

Kiirzlich konnten (Chen et al. anhand von iPS-Osteoklasten eines ARO-Patienten
mit einer compound heterozygoten Mutation des TCIRG1-Gens zeigen, dass durch
die transgene Expression der Wildtyp T'CIRGI1-cDNA in den Patienten-iPS die
eingeschriankte Knochenresorptionsfahigkeit der differenzierten Osteoklasten wie-
derhergestellt werden konnte. Charakteristisch fiir die Osteoklasten der osteope-
trotischen iPS war eine verminderte Resorption mit verkleinerten Resorptions-
vertiefungen, wihrend die Osteoklasten der transgenen Patienten-iPS vergleichbar
grofle Resorptionsvertiefungen erzeugen konnten wie die iPS-Osteoklasten einer ge-
sunden Kontrollzelllinie (Chen et al.|2019). Allerdings wurde nur die Grofle der ein-
zelnen Resorptionsvertiefungen betrachtet, nicht jedoch der Anteil der erodierten
Knochenoberfléache oder die Anzahl der Resorptionsvertiefungen, sodass keine Aus-
sage zum gesamten Ausmall der Resorptionswiederherstellung moglich war. Inter-
essanterweise wurde das Transgen retroviral nicht in die bereits reprogrammierten
iPS eingebracht, sondern die genetische Manipulation wurde zuerst in den Patienten-
Fibroblasten vorgenommen und anschlieend wurde sowohl aus transduzierten als
auch aus nicht-transduzierten Zellen jeweils eine eigene iPS-Linie erzeugt (Chen
et al.[2019). Gegeniiber der von uns gewéahlten Strategie, in der die genetische Ma-
nipulation in den bereits reprogrammierten iPS durchgefithrt wurde, hat diese Me-
thode den Vorteil, dass hohe Passagen der iPS vermieden werden kénnen und mogli-
cherweise wirken sich die negativen Effekte der Genmanipulationsprozedur weniger
stark auf die Zellen aus, da Fibroblasten robuster als iPS sind.

Analog zu den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit wurde auch eine partiel-
le Wiederherstellung der Osteoklastenfunktion in gentherapeutischen Experimen-
ten zur Heilung der ARO im Mausmodell beobachtet. Johansson et al. isolierten
HSPCs aus der fetalen Leber eines oc/oc-Mausmodells fiir TCIRGI1-bedingte Os-
teopetrose, in die sie mittels retroviraler Transduktion das nicht-mutierte Tcirgl-
Transgen einbrachten. Die genetisch manipulierten HSPCs wurden dann in neuge-
borene bestrahlte oc/oc-Méuse derselben Mauslinie transplantiert. Nach erfolgrei-
chem Anwachsen des Transplantates wurden PBMCs der Miuse entnommen und
in vitro zu Osteoklasten differenziert. Diese Osteoklasten zeigten zwar eine Wie-
derherstellung der Knochenresorptionsfunktion, im Vergleich zum Wildtyp betrug
diese aber lediglich um die 10%, wie ebenso in den hier gezeigten iPS-Experimenten.
Die Osteoklastenentwicklung schien nicht beeintrichtigt, die Osteoklastenanzahl so-
wie Grofle waren vergleichbar zu Wildtyp-Osteoklasten. Auch die relativen Expres-

sionslevel von Wildtyp- und transgenem 7Tcirgl waren in den in vitro differenzier-
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ten Osteoklasten dhnlich. Erstaunlich ist allerdings, dass trotz der schlechten In-
vitro-Resorptionsfunktion der genetisch verdnderten Osteoklasten die Transplanta-
tion der genetisch verianderten HSPCs in der Hilfte der Tiere zu einem verlédngerten
Uberleben sowie zu einer fast vollstandigen Normalisierung des Knochenphénotyps
fithren konnte, und dies, obwohl drei Wochen nach der Transplantation nur zwischen
15 und 30% transgene Zellen im peripheren Blut der transplantierten Miuse vor-
handen waren (Johansson et al.|2007). Daruber hinaus zeigten Supanchart et al.|im
transgenen Mausmodell, dass allein 30% der CIC-7-Aktivitit ausreichend fiir eine
normale Resorptionsfihigkeit der Osteoklasten sind (Supanchart et al. 2014).

Dies zeigt deutlich, dass selbst eine partielle Wiederherstellung der Osteoklasten-
funktion ausreichend fiir eine erfolgreiche Gentherapie der Osteopetrose sein konn-
te. Somit hat auch der von uns im iPS-basierten ARO-Modell entwickelte Ansatz
der CRISPR/Cas9-basierten Mutationskorrektur gentherapeutisches Potenzial und
sollte weiterverfolgt und -entwickelt werden. Allerdings muss auch beriicksichtigt
werden, dass bei der Anwendung dieser Strategie in den therapeutisch relevan-
ten HSPCs zum jetzigen Forschungsstand keine klonale Expansion einzelner er-
folgreich editierter Zellen durchgefiihrt werden kann. Bei der Transplantation einer
Zellmischung, in der nur ein Anteil korrigierter Stammzellen enthalten wire, wire
somit auch zu erwarten, dass das Resorptionspotenzial der gesamten Osteoklasten-
population noch einmal geringer wire als das der hier gezeigten korrigierten iPS-
Klone.

4.2.4 Additiver Gentransfer in einen genomischen ,,sicheren Hafen*

Die patientenspezifische Mutationskorrektur ist ein minimalinvasiver gentherapeu-
tischer Ansatz, der der physiologischen Situation am néchsten kommt. Da ARO je-
doch durch eine Vielzahl von verschiedenen Mutationen hervorgerufen werden kann
und der GroBteil der genetischen Varianten fiir den jeweiligen Patienten einzigartig
ist, gestaltet sich die Translation dieser Therapiestrategie in die Klinik schwierig.
Daher stellt die Genaddition einer Wildtypkopie des betroffenen Gens einen vielver-
sprechenden konkurrierenden Ansatz dar. Wie in den vorherigen Absitzen diskutiert
wurde, ist dies auch der aktuell verfolgte Ansatz bei der Entwicklung einer Gen-
therapie fiir TCIRG1-bedingte ARO. Im Gegensatz zu der in diesem Zusammenhang
bisher beschriebenen unspezifischen retroviral- und lentiviral-vermittelten Integra-
tion wurde sich hier auf die CRISPR/Cas9-basierte lokusspezifische Genaddition in
den genomischen ,sicheren Hafen“ AAVS1 fokussiert, da diese Strategie in Bezug auf
ungewollte Mutagenese und Onkogenaktivierung womoéglich sicherer ist.
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Da groiere Genomveridnderungen, wie Transgenadditionen, mit ssODNs nur ineffi-
zient umzusetzen sind (Yang et al.[|2013}; Wang et al.|[2017), haben sich fiir derar-
tige Anwendungen unter anderem rekombinante AAV-Donorvektoren bewahrt (De-
ver et al.|[2016). Beispielsweise konnten mittels Cas9-RNPs und eines AAV6-GFP-
Donorvektors in HSPCs im AAVS1-Lokus Integrationsraten um die 50% erzielt wer-
den (Bak et al.2017). Zur Etablierung der Methode in iPS wurde hier zunichst
auch der in Bak et al.ll2017/ beschriebene AAV6-GFP-Donorvektor fiir die Genadditi-
on einer SFFV-getriebenen GFP-Expressionskassette in den AAVS1-Lokus verwen-
det. Ausgehend von diesem Reporterkonstrukt wurde ein Vektor generiert, mit dem
anstelle des GFP-Gens die Wildtyp-Clcn7-cDNA der Ratte inseriert werden kann.
Die Proteinsequenzen des C1C-7-Chloridtransporters stimmen zwischen Mensch und
Ratte zu 96% iiberein (Brandt und Jentsch [1995). Fir die Etablierung der Me-
thode eignet sich das Gen der Ratte allerdings besser als das humane, da es bei
Uberexpression besser das endoplasmatische Retikulum verlassen kann (unversf-
fentlichte Daten von Tobias Stauber). Obwohl die stabile Integration des GFP bzw.
Clcn7-Transgens in den AAVS1-Lokus mittels PCR nachgewiesen werden konnte,
war trotz anfianglich starker Proteinexpression eine Woche nach der Transdukti-
on keine Transgenexpression mehr detektierbar. Naheliegend ist folglich die durch
den starken viralen Promoter induzierte Stilllegung des Transgens, die nicht in
HSPCs (Bak et al.[|2017), aber in iPS aufzutreten scheint. Eine durch den SFFV-
Promoter bedingte Stilllegung des Transgens in pluripotenten Stammzellen und iPS
wurde auch schon von Miiller-Kuller et al.|2015 und Hoffmann et al.l[2017 beschrie-
ben. Auch in Hinblick auf die therapeutische Anwendung ist daher ein Austausch des
viralen SFFV-Promoters durch einen Sidugetierpromoter empfehlenswert. Aufgrund
der Limitierung der Vektorgenomgrofle der rekombinanten AAVs sollte dieser aller-
dings eine moglichst kurze Sequenz haben und dennoch eine starke Transgenexpres-
sion induzieren. Daten neuster Veréffentlichungen zeigen, dass sich eine verkiirzte
Version des Elongationsfaktor 1o (EF1c)-Promoters, genannt EFS (EF1a ,,short), so-
wohl fiir iPS als auch fiir gentherapeutische Anwendungen zu eignen scheint (Carbo-
naro et al.[2014; Thudium et al.[2016; Martin et al.|2019). Eine weitere Moglichkeit
wiére der Ubiquitin-C (UbC)-Promoter. Durch die Verwendung eines Protokolls, das
vergleichbar zu der in dieser Arbeit angewendeten Methode ist, konnten Martin et al.
kiirzlich eine stabile UbC-getriebene Transgenexpression in iiber 40% editierter iPS
erreichen (Martin et al./[2019).

Wahrend die lokusspezifische Integration der SFFV-getriebenen GFP-Expressions-
kassette in den AAVSI-Lokus in iPS zur Stilllegung des Transgens fiihrte, konn-
ten in ersten Pilotversuchen in den therapeutisch relevanten HSPCs die Ergebnisse
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von Bak et al. reproduziert und 4 Tage nach Transfektion und Transduktion ohne
Selektion eine starke GFP-Expression in 45-75% der editierten Zellen beobachtet
werden. Dever et al. und Bak et al.| konnten zeigen, dass nahezu alle Zellen, die
zu diesem Zeitpunkt eine hohe Transgenexpression aufwiesen, diejenigen mit sta-
biler Transgenaddition sind (Dever et al. [2016; Bak et al.|2017). Wie an den hier
und von Dever et al.| gezeigten Daten zu erkennen ist, schwankt die Effizienz der
lokusspezifischen Transgenaddition zwischen den verschiedenen HSPC-Spendern
zum Teil erheblich. In bis zu 5% der HSPCs, die nur mit dem AAV6-Donor trans-
duziert wurden, aber keine AAVSI1-spezifische Cas9-RNPs erhielten, war ebenfalls
eine starke GFP-Expression sichtbar, was eine zufillige Integration der Transgen-
Expressionskassette vermuten ldsst. Moglicherweise konnte es sich aber auch um
eine Cas9-unabhingige, homologievermittelte spezifische Integration des Transgens
in den AAVS1-Lokus handeln, wie sie zuvor mit AAV-Vektoren in Russell und Hirata
1998 und Barzel et al.l[2015 beschrieben wurde. Zudem ist der hier verwendete Ziel-
lokus AAVS1 eine bevorzugte Integrationsstelle von natiirlich vorkommenden, aber
auch rekombinanten AAVs (Samulski et al.||]1991; [Ward und Walsh||2012). Dennoch
sollte beziiglich des Sicherheitsaspekts der Gentherapie ein geringer Anteil an Zellen
mit zufalliger Transgenintegration bedacht werden.

Bei der Genaddition des therapeutisch relevanten Clcn7-Transgens in den AAVS1-
Lokus der ersten beiden getesteten HSPC-Spender zeichnete sich eine etwas gerin-
gere Integrationseffizienz ab als beim Einbringen des GFP-Reportergens. Da diese
Genomeditierung bisher jedoch nur in HSPCs von zwei Spendern durchgefithrt wer-
den konnte, ist eine aussagekriftige Beurteilung erst nach weiteren Versuchsdurch-
fiihrungen moglich. Da das Clcn7-Transgen doppelt so groll wie die GFP-Kassette
ist, konnte dies dennoch eine reduzierte Integrationsrate erkliaren. Denkbar ist au-
Berdem, dass aufgrund der schwicheren Fluoreszenzintensitéit des gefarbten Clen7-
HA-Tags nicht alle positiven Zellen mittels Durchflusszytometrie detektiert werden
konnen und somit der Anteil der transgenen HSPCs unterschitzt wird.

In einem ersten Testversuch gelang es, HSPCs, die mit dem AAVSI-spezifischen
Cas9-RNP transfiziert und mit dem AAV6-GFP-Donor transduziert wurden, zu Os-
teoklasten zu differenzieren. Obwohl der Anteil der GFP*-Zellen der undifferen-
zierten HSPCs nur 60% betrug, konnte in nahezu allen Osteoklasten eine GFP-
Expression, wenn auch in unterschiedlich starkem AusmaB, beobachtet werden. Ahn-
liches wurde in einer Studie von [Flores et al. berichtet, in der neonatale osteope-
trotische oc/oc-Mause ohne Konditionierung mit GFP*-Knochenmarkszellen einer
gesunden Maus transplantiert wurden. Obwohl nach einigen Wochen im Knochen-
mark und peripheren Blut nur 2 bzw. 6% GFP*-Zellen zu verzeichnen war, waren
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30% der Osteoklasten GFP*. Dieser Effekt konnte auf die Fusion von GFP-positiven
und -negativen Osteoklastenvorldufern zuriickgefiihrt werden, da keine selektive Ex-
pansion der transplantierten HSPCs stattgefunden hatte. Bemerkenswert ist zudem,
dass Osteoklasten der transplantierten oc/oc-Méuse im Vergleich zur Kontrolle in vi-
tro nur eine Resorptionsaktivitat von 14% aufwiesen und sich der osteopetrotische
Phénotyp dennoch vollstindig normalisierte (Flores et al.|2010), Zhnlich wie in der
in [Abschnitt 4.2.3| bereits erwahnten Studie von lJohansson et al.l2007. Diese Daten
werden aullerdem von der Arbeit von Coccia et al.|gestiitzt, die ein fiinf Monate altes

Midchen mit ARO mit den Knochenmarkszellen ihres gesunden Bruders transplan-
tierten. Nach erfolgreichem Anwachsen des Transplantats konnten im peripheren
Blut 30% mononukleéare Zellen ménnlichen Ursprungs nachgewiesen werden, wih-
rend 81% der Osteoklasten mindestens ein Y-Chromosom trugen (Coccia et al.|1980).
Zusammen verdeutlichen diese Daten, dass in vivo nur ein kleiner Anteil des gesam-
ten Knochenresorptionspotenzials der Osteoklastenpopulation genutzt wird und ver-
mutlich eine partielle Wiederherstellung der Resorptionsfunktion ausreichend fiir
die Heilung der Osteopetrose ist (Flores et al.|2010). In Hinblick auf die autologe
Transplantation ex vivo korrigierter HSPCs bedeutet dies auch, dass das hier ge-
zeigte Maf} der Editierungseffizienz in HSPCs ausreichend fiir die Gentherapie der
Osteopetrose sein konnte und die editierten Zellen ohne zusitzliche Anreicherung
der korrigierten Population chimér transplantiert werden konnten. Dies gilt es in

zukiinftigen Studien zu uberpriifen.

Neben der Klirung der Frage, wie hoch der Anteil der korrigierten HSPCs in den
zu transplantierenden Zellen sein muss, um Osteopetrose heilen zu kénnen, muss
auBlerdem untersucht werden, ob die Funktion und das Engraftment-Potenzial der
Stammzellen trotz Genomeditierung erhalten bleiben. Zwar zeigten Dever und Kol-
legen durch primére und sekundidre Transplantationen der humanen editierten
HSPCs in immundefiziente Miuse, dass ihre Editierungsstrategie, die auch in dieser
Arbeit angewendet wurde, keine Beeintriachtigung des Anwachsens und der Funk-
tion der langzeitrepopulierenden HSCs nach sich zieht (Dever et al.||2016), dennoch
sollten vergleichbare Experimente fiir die von uns entwickelte Gentherapiestrategie
durchgefithrt werden. Idealerweise konnten diese In-vivo-Versuche mit der Untersu-
chung der Wirkung der transplantierten Clcn7-transgenen HSPCs auf den Knochen-
phinotyp osteopetrotischer Clcn7-/-Mause kombiniert werden. Tatsichlich ist es
aber hoch fraglich, ob eine sowohl immundefiziente als auch osteopetrotische Maus
uberhaupt bzw. lang genug tiberlebensfihig ware. Hinzu kommt, dass sich humane
Osteoklastenvorlauferzellen nur mithilfe des humanen Wachstumsfaktors M-CSF,
nicht jedoch mit der Variante der Maus zu Osteoklasten entwickeln kénnen. Folglich
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miisste fiir eine Analyse der Osteoklastenfunktion in vivo in dieses Mausmodell zu-
séatzlich noch das humane M-CSF-Transgen eingebracht werden. Demnach stellt die
Generierung und Zucht dieser Tiere eine grofle Herausforderung dar.

Eine dhnliche, vielversprechende gentherapeutische Behandlungsstrategie fiir ARO,
die wie hier auf dem additiven Gentransfer der Wildtyp-cDNA in HSPCs beruht,
zeigten Moscatelli und Kollegen. Allerdings erfolgte die Genaddition nicht lokus-
spezifisch mithilfe des CRISPR/Cas9-Systems, sondern lentiviral. Sie transduzier-
ten HSPCs des peripheren Blutes von ARO-Patienten mit Mutationen im TCIRG1-
Gen mit einem lentiviralen Vektor, der unter der Kontrolle des SFFV-Promoters das
Wildtyp-TCIRG1-Gen exprimierte. Obwohl sie die transduzierten HSPCs in immun-
defiziente M#use transplantierten und diese dort anwachsen konnten, war eine Ana-
lyse der Osteoklastenfunktion aufgrund der eben diskutierten Maus-Problematik
nur in vitro moglich. Im Resorptionsassay wiesen die transduzierten und differen-
zierten Osteoklasten der ARO-Patienten im Vergleich zur Kontrolle eine Resorptions-
aktivitat von 70—-80% auf (Moscatelli et al.|2013). Vergleichbare Ergebnisse konnten
sie kiirzlich aulerdem mit einem klinisch anwendbaren lentiviralen Vektor erzielen,
in dem die TCIRGI1-Expression der Kontrolle des bereits zuvor diskutierten EFS-
Promoters unterlag (Moscatelli et al.[|[2018).

Zusammengefasst konnte mit den hier gezeigten Pilotexperimenten die Machbarkeit
eines effizienten CRISPR/Cas9-basierten, lokusspezifischen additiven Gentransfers
in einen genomischen ,sicheren Hafen“ in humanen HSPCs als mogliche Behand-
lungsstrategie fir ARO unter Beweis gestellt werden. In Zukunft gilt es die gen-
therapeutische Strategie in Hinblick auf die klinische Anwendung weiter zu entwi-
ckeln und diese in einem geeigneten Osteopetrose-Modellsystem auf ihre Wirksam-
keit und Sicherheit zu untersuchen.

4.3 Fazit und Ausblick

Im Rahmen dieses Projektes wurde die erste in der Literatur beschriebene iPS-Linie
eines Patienten mit CLCN7-bedingter ARO erzeugt. Zudem wurde ein verbessertes,
robustes und effizientes Protokoll zur Differenzierung von iPS in funktionelle Os-
teoklasten entwickelt, das im Vergleich zu bisher versffentlichten Protokollen kos-
tengiinstiger sowie einfacher ist und mit dem eine groflere Osteoklastenausbeute er-
reicht werden kann. Es konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass iPS-abgeleitete
Osteoklasten gesunder Zellspender eine zu priméiren in vitro differenzierten Osteo-
klasten vergleichbare Zellmorphologie und Knochenresorption aufweisen. Dariiber
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hinaus spiegelten die differenzierten Osteoklasten der Patientenzelllinie ARO-iPS
den zelluldren Phinotyp der Osteopetrose wider, sodass diese als In-vitro-System
fiir die Krankheits- und Therapiemodellierung der CLCN7-bedingten ARO genutzt
werden konnen. Dieses wurde genutzt, um erste gentherapeutische Strategien fiir
ARO zu etablieren und zu analysieren. Mittels CRISPR/Cas9-basierter Genomeditie-
rung wurde jeweils eine der beiden compound heterozygoten Mutationen korrigiert,
wodurch die Osteoklastenfunktion zu einem Mal} partiell wiederhergestellt werden
konnte, das ausreichend fiir eine gentherapeutische Anwendung sein konnte. Neben
der patientenspezifischen Mutationskorrektur wurde au3erdem der breiter anwend-
bare Ansatz des additiven Gentransfers in einen genomischen ,sicheren Hafen“ ge-
testet. Ohne Selektion konnte in bis zu 75% der behandelten Stammzellen das SFFV-
getriebene Transgen lokusspezifisch integriert werden, das allerdings in iPS, nicht
jedoch in HSPCs, aufgrund des starken viralen Promoters stillgelegt wurde. Obwohl
nur etwas mehr als die Halfte der behandelten HSPCs das Transgen trugen, war
in nahezu allen differenzierten Osteoklasten dieser Zellen eine Transgenexpression
zu beobachten, was auf die Fusion transgennegativer mit transgenpositiven Osteo-
klastenvorldufern zuriickzufithren ist. Folglich ist die Editierungseffizienz vermut-
lich hoch genug, um eine therapeutische Wirkung erzielen zu kénnen, wenn die Mi-
schung der editierten HSPCs mit sowohl transgenpositiven als auch -negativen Zel-
len transplantiert werden wirde.

Die hier etablierten gentherapeutischen Ansitze fiir ARO werden in Zukunft fiir eine
mogliche klinische Anwendung weiterentwickelt und parallel zu alternativen Strate-
gien verglichen. Beziiglich der Strategie der Mutationskorrektur konnte eine homo-
zygote Korrektur ohne zuséitzlich eingebrachte stille Mutationen moglicherweise in
einer verbesserten Wiederherstellung der Knochenresorptionsfihigkeit resultieren.
Eine Optimierung des Protokolls zur Genomeditierung, beispielsweise durch die Ver-
wendung eines reichhaltigeren Kulturmediums, konnte aul3erdem die Passagenzahl
verringern und die Kondition der Zellen verbessern. In Hinblick auf die Translation
der Methode, fiir die eine bestmogliche Spezifitidt und damit Sicherheit des Systems
notwendig ist, sollten auBlerdem andere Nuklease-Varianten getestet werden. Fiir
die Mutationskorrektur kdme die zuvor erwdhnte Prime-Editierung in Frage (An-
zalone et al./|2019), wenn auch fiir deren Anwendung in Stammzellen zunichst das
entsprechende Protein kommerziell erhéiltlich sein miisste, da die bisher versffent-
lichte plasmidbasierte Expression des Enzyms fiir die empfindlichen Stammzellen
nicht in Frage kommt. Verfiigbar ist hingegen schon das Protein der spezifischeren
Nuklease HiFi-Cas9 (Vakulskas et al.|2018), die direkt sowohl fiir die Strategie der
Mutationskorrektur als auch der Genaddition getestet werden kéonnte. Wie auller-
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dem hier bereits diskutiert wurde, sollte fiir den additiven Gentransfer ein fiir die
Klinik relevanter Promoter gewidhlt werden. Denkbar wére alternativ auch die In-
tegration der Wildtyp-CLCN7-cDNA in den CLCN7-Lokus selbst unter Verwendung
des endogenen Promoters. Fiir die Validierung der verbesserten gentherapeutischen
Ansitze sollten schliefSlich weitere ARO-Patientenzellen zu iPS reprogrammiert wer-
den, in denen die Strategien ebenfalls auf ihre Wirksamkeit hin untersucht werden
konnten.

Im nichsten Schritt gilt es die optimierten gentherapeutischen Strategien fiir ARO
in einem geeigneten Modellsystem zu untersuchen, in dem die Analyse des Knochen-
umbaus und damit die therapeutische Wirkung der Gentherapie moglich ist. Da
diese Untersuchungen in vivo in M#usen, wie zuvor bereits diskutiert, schwie-
rig sind, konnte die Weiterentwicklung des hier etablierten iPS-basierten ARO-
Krankheitsmodells eine hilfreiche Alternative bieten. Denkbare wéire eine dyna-
mische Langzeit-3D-Kultur mit humanen iPS-basierten Osteoblasten und Osteo-
klasten sowie deren Vorlduferzellen auf einem spongiésen Knochengeriist, in der
das Schicksal und die Funktionstiichtigkeit der gentechnisch manipulierten Zellen
im Laufe der Zeit untersucht werden kénnte. Ein erstes humanes, iPS-basiertes
3D-Knochenmodell, mit dem die In-vitro-Knochenbildung und das Zusammenspiel
von Osteoblasten und Osteoklasten beobachtet werden konnte, wurde von | Jeon
et al.| beschrieben. Sie differenzierten iPS zu mesenchymalen Stammzellen und
Makrophagen, die sie dann auf einem Hydroxyapatit-beschichteten Polymer co-
kultivierten. Dort entwickelten sich die iPS-abgeleiteten mesenchymalen Stamm-
zellen und Makrophagen zu Osteoblasten bzw. Osteoklasten, wodurch in vitro im
3D-Knochenmodell Knochengewebe gebildet werden konnte (Jeon et al.|2016).

Neben der Krankheits- und Therapiemodellierung konnten genetisch korrigierte Pa-
tienten-iPS auch als unlimiterte Zellquelle fiir eine Gentherapie mit autologen ha-
matopoetischen Stammzellen fiir ARO dienen. Erste Untersuchungen hinsichtlich
einer solchen therapeutischen Strategie wurden 2015 von Neri et al.| in iPS der
Maus durchgefiihrt. Zunédchst wurden aus Fibroblasten einer Tcirgl oc/oc-Maus
osteopetrotische iPS reprogrammiert, die dann durch die Integration eines BAC-
Konstruktes, das die gesamte genomische Region des Wildtyp-Tcirg1-Gens enthielt,
genetisch korrigiert wurden. Diese korrigierten iPS konnten dann in vitro sowohl
in frithe hdmatopoetische Vorldauferzellen als auch reife Osteoklasten differenziert
werden, wobei Letztere eine vollstindige Wiederherstellung der Resorptionsfunk-
tion zeigten (Neri et al. |2015). Da bisher noch keine Methode zur Erzeugung von
langzeitrepopulierenden HSCs der Maus aus iPS bekannt ist, wurde dieser Behand-
lungsansatz jedoch noch nicht in vivo untersucht. Auch die Generierung von hu-
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manen langzeitrepopulierenden HSCs aus iPS ist noch nicht etabliert. Neuste Er-
gebnisse der Osteoklastenforschung zeigen allerdings, dass Osteoklasten nicht wie
bisher angenommen relativ kurzlebige Zellen sind, die durch Apoptose zugrunde
gehen und durch neue Osteoklasten ersetzt werden. Vielmehr sind sie langlebige
Osteoklasten-Synzytien, die durch iterative Fusion mit zirkulierenden monozytiren
Zellen aufrechterhalten werden (Jacome-Galarza et al.|2019). Zudem konnte gezeigt
werden, dass allein durch die postnatale Transfusion gesunder monozytéarer Zellen in
osteopetrotische M#use ein Langzeit-Gentransfer in Osteoklasten nachweisbar war
und sich der Knochenphénotyp dieser Tiere nahezu normalisierte (Jacome-Galarza
et al.[|[2019). Auch 2010 wurde bereits in einer anderen Studie berichtet, dass sich
der Phénotyp osteopetrotischer Miuse durch wiederholte Injektionen von myeloiden
Vorlduferzellen verbesserte (Cappariello et al.|2010). Somit wire zukiinftig auch eine
Behandlung mit Transfusionen von autologen genetisch korrigierten iPS-basierten
oder auch priméiren hamatopoetischen Vorldufern bis hin zu Monozyten denkbar.

Aktuelle Entwicklungen im Bereich der Stammzellforschung und Genomeditierung
eroffnen vielversprechende neue Moglichkeiten fiir sichere und effektive Stammzell-
und Gentherapien, die in Zukunft zur kurativen Behandlung der Osteopetrose ein-
gesetzt werden konnten. In dieser Arbeit wurden erste gentherapeutische Ansitze
fiir CLCN7-bedingte ARO entwickelt und untersucht, die die Grundlage fiir zukiinf-
tige Gentherapien bilden. In Zukunft gilt es auf diesen Grundlagen aufzubauen, die
entwickelten gentherapeutischen Strategien zu verbessern, alternative Anséitze zu
erforschen sowie entwickelte priklinische Konzepte fiir die klinische Anwendung an-
zupassen.
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Abbildung A.1: Zelltriimmer- und Dubletten-
ausschluss fiir die FACS-Analyse. Zelltriimmer
wurden anhand des Vorwirts- (FSC) und Seit-
wartsstreulicht (SSC) ausgeschlossen. Zur Aus-
wahl von Einzelzellen werden Dubletten anhand
des Verhiltnisses von Pulshéhe (H) zu Pulsfla-
che (A) der FSC ausgeschlossen.
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Abbildung A.2: Verteilung der Groéfie und Anzahl der Nuklei von PBMC- und iPS-
Osteoklasten. Aufgetragen wurden die Verteilung der Osteoklastengrofle (a) und die An-
zahl der Nuklei pro Osteoklast (b) aller analysierten Osteoklasten von drei gepoolten Expe-
rimenten, sowie die entsprechenden medianen Werte und Quartile. Anzahl der analysierten
Osteoklasten: 2716 (PBMC-1), 4538 (PBMC-2), 1402 (iPS-1A), 2893 (iPS-4A), 630 (ARO-iPS).
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Abbildung A.3: TIDER-Analyse des Exons10 von CLCN7 in editierten ARO-
iPS. ARO-iPS wurden mit C7E10 RNP und ssODN-Donoren transfiziert. DNA wur-
de 1 Woche nach Genomeditierung isoliert und analysiert. (a) Ausschnitte der CLCN7-
Sequenzen von Exon 10 in editierten ARO-iPS. (b) Qualitdtskontrolle der TIDER-Analyse
durch Visualisierung der erwarteten Cas9-Schnittstelle (gestrichelte Linie), der genutzten
Dekompositionsregion (grauer Balken) und der aberranten Sequenzen der Testprobe (grau,
ARO-iPS+C7E10 RNP +ssODN) und Kontrollprobe (schwarz, ARO-iPS). (¢) Die Vorher-
sage der Anteile der Sequenzen mit bestimmten InDels sowie mit gewiinschter Mutations-
korrektur (HDR) in Exon 10 des CLCN7-Gens in der Testprobe. (b) und (¢) wurden mit-
tels TIDER-Webtool generiert und ins Deutsche iibersetzt (Brinkman et al|[2018, htt-
ps://tider.deskgen.com).
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Abbildung A.4: TIDER-Analyse des Exons1l4 von CLCN7 in editierten ARO-
iPS. ARO-iPS wurden mit C7E14 RNP und ssODN-Donoren transfiziert. DNA wur-
de 1 Woche nach Genomeditierung isoliert und analysiert. (a) Ausschnitte der CLCN7-
Sequenzen von Exon 14 in editierten ARO-iPS. (b) Qualitédtskontrolle der TIDER-Analyse
durch Visualisierung der erwarteten Cas9-Schnittstelle (gestrichelte Linie), der genutzten
Dekompositionsregion (grauer Balken) und der aberranten Sequenzen der Testprobe (grau,
ARO-iPS+C7E14 RNP +ssODN) und Kontrollprobe (schwarz, ARO-iPS). (¢) Die Vorher-
sage der Anteile der Sequenzen mit bestimmten InDels sowie mit gewiinschter Mutations-
korrektur (HDR) in Exon 14 des CLCN7-Gens in der Testprobe. (b) und (¢) wurden mit-
tels TIDER-Webtool generiert und ins Deutsche iibersetzt (Brinkman et all|[2018, htt-
ps://tider.deskgen.com).
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Tabelle A.1: CLCN7-Genotypen der editierten ARO-iPS-Klone (Exon 10).
Fir das betroffene maternale Allel des CLCN7-Gens Exon 10 spezifische Cas9-
RNPs und ssODNs wurden in ARO-iPS transfiziert und klonale Zellpopulationen
wurden expandiert. CLCN7 Exon 10 und Exon 14 wurden aus gDNA der Klone
amplifiziert und sequenziert. Genotypen wurden fiir maternale (m) und paterna-
le Allele (p) bestimmt. Positive Klone sind mit * markiert. Fur InDels wurde die
Anzahl der deletierten (del) bzw. inserierten (ins) Basenpaare angegeben.

Klon | Exon 10 Exon 14

1 del2 (m), nicht editiert (p) N/A

9% filciisiii:’gglert (m), nicht editiert (m, p)
3 g;ifls(spC))DN korrigiert (m), N/A

4 mit paternalem Allel nicht editiert (m, p)

korrigiert (m), nicht editiert (p)

mit ssODN korrigiert (m),

5 N/A
del3ins2 (p)
it ssODN korrigiert (m),
6%* n'fl 58 .. orrigiert (m) nicht editiert (m, p)
nicht editiert (p)
7 dell8 (m), nicht editiert (p) N/A
it ssODN korrigiert (m),
8* m‘1 - L orrigiert (m) nicht editiert (m, p)
nicht editiert (p)
9 nicht editiert (m), ins1 (p) N/A
10 del5 (m), nicht editiert (p) N/A
1 mit ssODN korrigiert (m), N/A
del12 (p)

ARO c.1208G>A h t,
mit paternalem Allel ¢ >4 homozygo

12 Korrigiert (m). nicht editiert (o) mit paternalem Allel
orrigiert (m), nicht editier . ] ..
&t P mutiert (m), nicht editiert (p)

13 del2 (m oder p), dell (m oder p) | N/A
mit ssODN korrigiert (m),

14%* nicht editiert (m,
nicht editiert (p) (m, p)
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Tabelle A.2: CLCN7-Genotypen der editierten ARO-iPS-Klone (Exon 14).
Fir das betroffene paternale Allel des CLCN7-Gens Exon 14 spezifische Cas9-
RNPs und ssODNs wurden in ARO-iPS transfiziert und klonale Zellpopulationen
wurden expandiert. CLCN7 Exon 10 und Exon 14 wurden aus gDNA der Klone
amplifiziert und sequenziert. Genotypen wurden fiir maternales (m) und paterna-
les Allel (p) bestimmt. Positive Klone sind mit * markiert. Fiir InDels wurde die
Anzahl der deletierten (del) bzw. inserierten (ins) Basenpaare angegeben.

Klon | Exon10 Exon 14
28 N/A nicht editiert (m), del5ins2 (p)
nicht editiert (m),
29% icht editiert (m,
nicht editiert (m, p) mit ssODN korrigiert (p)
icht editiert ,
30% nicht editiert (m, p) m.c edibier (m.) .
mit ssODN korrigiert (p)
31 N/A nicht editiert (m, p)
icht editiert ,
32% nicht editiert (m, p) n1.c ediier (m‘) .
mit ssODN korrigiert (p)
33 N/A nicht editiert (m), del15 (p)
34 N/A nicht editiert (m, p)
35 N/A nicht editiert (m, p)
36 N/A nicht editiert (m, p)
icht editiert ,
37¢ | nicht editiert (m, p) micht editiert (m),
mit ssODN korrigiert (p)
38 N/A nicht editiert (m, p)
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Tabelle A.3: Entstandene genetische Varianten in korrigierten iPS-Klonen. Die
Genome der korrigierten iPS-Klone wurden mittels Hochdurchsatzverfahren sequenziert.
Varianten der iPS-Klone, die von der Ausgangszelllinie ARO-iPS abwichen, wurden mit
VarFish gefiltert und mittels Mutation Taster auf die potenzielle Pathogenitit tiberpriift.
Dargestellt sind neu entstandene Mutationen in den korrigierten iPS-Klonen, die nicht
den gewiinschten eingebrachten Varianten der Mutationskorrektur im CLCN7-Gen ent-

sprechen.
Gen Variante Vorhergesagte Pathogenitét
iPS-Klon 2 (Mutation ¢.875G>A in CLCN7 Exon 10 korrigiert)
TFAP2E chr1:36039909_36039909delC | potenziell pathogen
HIPK1 chrl:114515928G>T potenziell pathogen
MEDI13 chr6:155054795T>C potenziell pathogen
SAMD9 chr7:92733646G>T potenziell pathogen
NEFM chr8:24772344C>T potenziell pathogen
CAMSAPI chr9:138701357A>T Polymorphismus
GP1BA chr17:4837853_4837854insT | Polymorphismus
CYP4F11 chr19:7810698A>G Polymorphismus
RBBP7 chr23:16887298T>A potenziell pathogen
iPS-Klon 37 (Mutation ¢.1208G>A in CLCN7 Exon 14 korrigiert)

TFAP2E chr1:36039909_36039909delC | potenziell pathogen
OBSCN chr1:228547857G>A Polymorphismus
JADE1 (PHF17) | chr4:129795709A>T potenziell pathogen
ARSI chr5:149675985C>A potenziell pathogen
SEC61B chr9:101984885G>A potenziell pathogen
IRX3 chr16:54319110A>C Polymorphismus
Cl70rf102 chr17:32902025C>A Polymorphismus
CCL3L3 chr17:34522277T>A Polymorphismus
HOXB-ASS3 chr17:46673330A>G potenziell pathogen
TRIOBP chr22:38119209C>T Polymorphismus
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Abbildung A.5: Verteilung der GrofBle und Anzahl der Nuklei von nicht edi-
tierten und korrigierten iPS-Osteoklasten. Aufgetragen wurden die Verteilung der
Osteoklastengrofle (a) und die Anzahl der Nuklei pro Osteoklast (b) aller analysierten Osteo-
klasten von drei gepoolten Experimenten, sowie die entsprechenden medianen Werte und
Quartile. Anzahl der analysierten Osteoklasten: 2893 (iPS-4A), 630 (ARO-iPS), 1539 (iPS-
Klon 2), 1246 (iPS-Klon 37).

Abbildung A.6: Gelelektrophorese-
Aufnahme der CLCN7-PCR von cDNA
differenzierter iPS-Osteoklasten.
Aus differenzierten OKs gewonnene
mRNA der korrigierten iPS-Klone2
und 37, der Ausgangszelllinie ARO-iPS
und der Kontrolle iPS-4A wurde in
cDNA umgeschrieben und Exon5-17
des CLCN7-Gens wurden mit einem
Primerpaar amplifiziert.
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Anzahl der Resorptions-

Anzahl der Pseudo-
resorptionsvertiefungen
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Abbildung A.7: Anzahl der Resorptionsvertiefungen von Osteoklas-
ten der korrigierten iPS-Klone. Die korrigierten iPS-Klone 2 und 37 so-
wie die Ursprungszelllinie ARO-iPS wurden in OKs differenziert und fiir
5 Tage auf Knochenscheiben kultiviert. Vertiefungen auf der Knochenober-
fliche wurden entsprechenden Resorptionsformen zugeordnet (echte Re-
sorption, Pseudoresorption) und gezihlt. Es wurden drei voneinander un-
abhéngige Experimente durchgefiihrt. Dargestellt sind Werte fiir jede ana-
lysierte Knochenscheibe sowie der Median der Werte aller Knochenscheiben
des entsprechenden Experiments (1, 2 oder 3). Pro Experiment wurden
durchschnittlich 3 Knochenscheiben analysiert (min. 1, max. 8).
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Abbildung A.8: Transiente Proteinexpression des GFP-Transgens
in editierten iPS. ARO-iPS wurden mit AAVSI-spezifischen Cas9-RNPs
transfiziert und mit AAV6-GFP-Donoren transduziert. Mikroskopische Auf-
nahmen des Phasenkontrastes (a) und der GFP-Fluoreszenz (b) wurden
48 h nach der Genomeditierung erstellt.
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Abbildung A.9: Beispielhafte TIDE-Analyse des AAVSI-Lokus in editierten HSP-
Cs. HSPCs wurden mit AAVS1-RNP transfiziert. DNA wurde 4 Tage nach Genomeditierung
isoliert und analysiert. (a) Ausschnitte der AAVSI-Sequenzen im AAVSI-Lokus in editier-
ten HSPCs. (b) Qualititskontrolle der TIDE-Analyse durch Visualisierung der erwarteten
Cas9-Schnittstelle (gestrichelte Linie), der genutzten Dekompositionsregion (grauer Balken)
und der aberranten Sequenzen der Testprobe (grau, HSPCs + AAVS1-RNP) und Kontrollpro-
be (schwarz, HSPCs). (¢) Die Vorhersage der Anteile der Sequenzen mit bestimmten InDels
im AAVSI1-Lokus in der Testprobe (HSPCs + AAVS1-RNP). Die Bestimmung der Anteile der
Sequenzen mit InDels in (a) sowie die Erstellung der Grafiken (b) und (c) erfolgte mittels
TIDE-Webtool, Beschriftungen wurden ins Deutsche iibersetzt (Brinkman et al.|[2014, htt-
ps://tide.deskgen.com).
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Abktirzungen

AAV Adenoassoziierter Virus

AAVS1 Adenoassoziierte Virus-Integrationsstelle 1
ADO Autosomal-dominante Osteopetrose

APC Allophycocyanin

ARO Autosomal-rezessive Osteopetrose

ATP Adenosintriphosphat

BAC Kiinstliches Bakterienchromosom

BGH PolyA-Signal des Rinderwachstumshormons
BMP »,Bone morphogenetic protein“

BoBs ,BACs-on-Beads“

bp Basenpaar

BSA Rinderserumalbumin

CA Carboanhydrase

Cas CRISPR-assoziiert

CBS Cystathionin-3-Synthase

CD Differenzierungscluster

cDNA Komplementire DNA

CLCNY7, C1C-7, C7 Chlorid-Protonen-Antiporter, Chloridtransporter
CMP Gemeinsamer myeloider Vorlaufer

CRISPR ,Clustered regularly interspaced, short palindromic repeats®
crRNA CRISPR-RNA

CTSK Cathepsin K

DAPI 4’,6-Diamidin-2-phenylindol

DNA Desoxyribonukleinsiaure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

DSB Doppelstrangbruch

EB Embryoider Kérper

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

FACS LFluorescence-activated cell sorting®, Durchflusszytrometrie
FBS Fetales Rinderserum
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Abkiirzungen

FITC
Fl1t3-L
FSC
gDNA
GFP
gRNA
sgRNA
HA
HDR
HFF
HLA
HPLC
HSC
HSCT
HSPC
IARO
IL
IMO
InDels
ins
iPS
Kif
KO
MACS
M-CSF
MMP
mRNA
MSC
NF-xB
NHEJ
ns

OK
OPG
PAM
PBMCs
PBS
PCR
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Fluoresceinisothiocyanat

Ligand der Fms-@hnlichen Tyrosinkinase 3
Vorwirtsstreulicht

Genomische DNA

Griin-fluoreszierendes Protein

»,Guide RNA“

»oingle guide RNA“

Hamagglutinin

Homologie-gerichtete Reparatur

Humane Vorhautfibroblasten

Humanes Leukozytenantigen
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
Hamatopoetische Stammzelle
Hamatopoetische Stammzelltransplantation
Hiamatopoetische Stamm- und Vorlduferzelle
Intermediire ARO

Interleukin

Infantile maligne Osteopetrose

Insertionen und Deletionen

Insertion

Induzierte pluripotente Stammzellen
L,Kriippel-like factor”

Knockout

Magnetische Zellsortierung
Makrophagenkolonie-stimulierender Faktor
Matrixmetalloproteinase

~Messenger RNA“

Mesenchymale Stammzelle

»~Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells®
Nicht-homologe Endverkniipfung

Nicht signifikant

Osteoklast

Osteoprotegerin

LProtospacer adjacent Motif, Protospacer-benachbartes Motiv
Mononukleére Zellen des peripheren Blutes
Phosphatgepufferte Salzlosung
Polymerasekettenreaktion



Abkiirzungen

PE
PerCP
qPCR
qRT-PCR
rAAV
RANK
RANKL
RNA
RNP

RT

SCF

SeV
SFFV
SSC
SSEA
ssODN
TAE
TIDE
TIDER
TPO
tracrRNA
TRAP
Tris
V-ATPase
VE
VEGF
WT

Phycoerythrin
Peridinin-Chlorophyll-Proteinkomplex
Quantitative PCR

Quantitative Reverse-Transkriptase-PCR
Rekombinanter AAV-Vektor
Rezeptoraktivator von NF-xB
RANK-Ligand

Ribonukleinsédure

Ribonukleoprotein

Raumtemperatur

Stammzellfaktor

Sendaivirus

»Spleen focus forming virus“
Seitwartsstreulicht

Stadiumspezifisches embryonales Antigen
Einzelstringiges Oligodesoxynukleotid
Tris-Acetat-EDTA

Tracking von InDels mittels Dekomposition
Tracking von Insertionen, Deletionen und Rekombination
Thrombopoietin

Trans-aktivierende crRNA
Tartrat-resistente saure Phosphatase
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
vakuolédre Adenosintriphosphatase
Vaskulér-endothelial

Vaskulédrer endothelialer Wachstumsfaktor
Wildtyp
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